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Uvod

Vyznamné pokroky dosiahnuté v oblasti mediciny, chémie, krystalografie, cryo-
elektronovej mikroskopie a vypoctovej techniky umoznuju cielene sa zamerat na
molekularnu podstatu niektorych zavaznych chorob a hladat efektivne spésoby ako
ich liecif. Vdaka uvedenym pokrokom dokézeme skimaf membranové proteiny,
ktoré hraju zasadnu ulohu vo fungovani buniek. Sprostredkovavaji interakciu a
latkovi vymenu medzi bunkou a jej prostredim a je na nich zamerana viac nez
polovica stcasnych liekov.

Vdaka pokrokom v rontgenovej krystalografii sa behom poslednej dekady obja-
vila v tzv. Proteinovej Databanke (www.rcsb.org) rada Struktir receptorov spria-
hnutych s G-proteinmi (G-protein coupled receptors - dalej GPC receptory), ktoré
tvoria najvacsiu rodinu proteinov v nasom genéme (cca. 800 z 20000). St spo-
jené s vnimanim bolesti alebo dokonca ¢uchu, zraku ¢i chuti. Zaroven su dolezité
aj z medicinskeho hladiska, konkrétne maji vplyv na priebeh Parkinsonovej cho-
roby, alebo na kardiovaskuldrny a imunitny systém (lieky, ktoré ich zacielili mali
protizapalovy efekt). Aktudlne sa na GPC receptory zameriava priblizne tretina
dostupnych liekov [IH3].

Dalsim rovnako vyznamnym typom membranovych protefnov si membranové
kandly, sprostredkovavajice vymenu latok medzi bunkou a jej prostredim. A to
od i6nov az po sacharidy, aminokyseliny alebo dokonca antibiotikd. Vdaka ne-
déavnym pokrokom v cryo-elektrénovej mikroskopii, ktora priblizne od roku 2015
poskytuje vysledky porovnatelné s rontgenovou krystalografiou, sa v Proteinovej
Databanke objavila rada struktir TRP kanalov (tzv. Transient Receptor Potential
channels). Tie sa podielaji na vnimani tepla, bolesti a zmyslovych podnetov a to
prave pomocou vymeny ionov medzi bunkou a jej okolim. Dosledkom stimulacie
TRP kanélov je napriklad pocit palenia pri kontakte s kapsaicinom, alebo pocit
chladu pri kontakte s mentolom [4].

Zvysena dostupnost kvalitnych struktir medicinsky zaujimavych biomolekil
a vysoko vykonnych linuxovych vypoctovych klastrov (skladajicich sa zo stoviek
Specializovanych grafickych kariet a tisicok vysoko vykonnych procesorov) otvo-
rila cestu k budovaniu rychlych a dostupnych metdéd pocitacového modelovania.
Vdaka nemu sme ziskali silny nastroj k pochopeniu zZivotne délezitych procesov,
prebiehajicich na atomarnej tirovni a to z pohodlia nasich pracovni. Teraz mdézeme
realizovat a studovat pocitacové experimenty, ktoré by za normaélnych okolnosti
stali vela ¢asu a prostriedkov, pripadne by v standardnom prevedeni boli len velmi
tazko uskutocnitelné.

V tejto praci otestujeme v prostredi super-pocitacového strediska MetaCen-
trum (metavo.metacentrum.cz) metodiku takzvanych riadenych molekuldrne dy-



namickych simuldcii (Steered Molecular Dynamics - dalej SMD), ktord umoznuje
urobit odhad rovnovaznej volnej energie na zaklade velkého pocétu kratkych nerov-
novaznych SMD simulacii realizovanych paralelne. Tato metéda je z nasho pohladu
zatial trochu nedocenend [5].

Najprv SMD simulécie otestujeme na modelovych systémoch (Ala);p a Grami-
cidinu A. Potom sa budeme venovat studiu adenozinového As4 GPC receptoru a
ur¢eniu profilu volnej energie pri véizbe ligandu. Dalou ¢astou tejto prace bude
urcenie profilu volnej energie spojenej s tranzitom iénov TRPM2 kanalom v jeho
otvorenom a uzavretom stave. Ziskané vysledky budeme diskutovat z hladiska
moznosti ich vyuzitia v rdmci dlhodobej spoluprace FU MFF UK s FgU AVCR a
FNHK smerujucej k racionalnemu dizajnu novych liekov proti bolesti.



1. Studované systémy

1.1 Deca-Alanin

Prvym z nami studovanych systémov bol modelovy systém Deca-Alaninu, alebo
skratene (Ala)io. Ako vyplyva z jeho nézvu, tdto molekula je oligopeptidom, zlo-
zenym z 10 alaninovych rezidui. Celkovo sa skladd z 104 atémov, ktoré za poko-
jovej teploty vo vdkuu tvoria a-helikdlnu konfiguraciu. Dlzka vysledného helixu v
smere osi z zodpovedd 13 A [6-8]. V pripade, 7e sa tento peptid vyskytuje vo vod-
nej obalke, moze prechadzat medzi a-helikalnym usporiadanim a neusporiadanou
cievkou. Tento prechod pozorujeme aj v pripade simulacii vo vakuu, podrobenim
systému externej sile [8], 9].

Struktira a-helikdlneho usporiadania (Ala)yg, ktord bola zdkladom nagich si-
muldcii je zobrazend na obrazku (|1.1)).

Obr. 1.1: Struktira Deca-Alaninu

V niektorych pracach bola pouzita acetylacia N-terminusu a amidacia C-termi-
nusu (v tejto praci ich neuvazujeme) [10].

Napriek tomu, ze velkost tohto systému je oproti komplexite realnych systémov
len zanedbatelnd, predstavuje (Ala)ip v kontexte simulacii objekt velkého zaujmu.
Konkrétne sa ¢asto pouziva ako modelovy systém pre otestovanie novych pristupov
a metodik, respektive v kontexte stiudia zbalovania a rozbalovania proteinov, kde
reprezentuje sice jednoduchy, ale dolezity model [8, 1T, [12].



1.2 A4 adenozinovy receptor

Postupy a metédy odladené pomocou (Ala);o budeme nasledne aplikovat na
systém As 4 adenozinového receptoru v komplexe s vopred zvolenym ligandom. V
prilohe uvadzame zoznam aktudlne dostupnych struktiur spojenych s tymto
receptorom.

Asa adenozinovy receptor (dalej uz len Ajy receptor) je jednym zo skupiny
receptorov reagujicich na molekulu adenozinu, konkrétne Ay, Asa, Asp a As. Tieto
receptory su podtriedou takzvanych GPC receptorov, alebo aj G-protein coupled
receptors. GPC receptory st z medicinskeho pohladu velmi vyznamné, kedze sa
vo vyraznej miere nachadzaju v mozgu, kardiovaskularnom a imunitnom systéme
3, 13).

Ich zakladnym motivom je sedem transmembranovych helixov sprostredkovava-
jucich interakciu bunky s okolim, respektive medzi bunkami navzajom. Struktiru
Ay y receptora (vyznaceného oranzovou farbou) obklopeného vodnym prostredim
a bunkovou membranou uviddzame na obrazku (|1.2)).

Obr. 1.2: Struktira As, adenozinového
receptora (6GDG)

Vo véizbovom mieste dochadza k naviazaniu agonistu NECA (oznaceného fia-
lovou farbou) [I, 2, 14]. V intraceluldrnej casti pozorujeme naviazanie mini-Gg
heterotriméru, ktory je syntetickym analégom G-proteinov a ktory bol pouzity pri
uréovani tejto Struktiry. Struktira zobrazend na obrazku je vzhladom na
pritomnost mini-Gg heterotriméru a agonistu NECA plne aktivnym stavom.



Standardnou klasifikéciou ligandov sprostredkovavajicich interakciu a naslednii
kaskadu vnutrobunkovych procesov je delenie podla odozvy po naviazani na recep-
tor. Konkrétne hovorime o agonistoch (vyvolanie biologickej odozvy), ¢iastoénych
agonistoch (¢iastocnd aktivacia biologickych procesov), antagonistoch (nedochadza
k ziadnej odozve) a inverznych agonistoch, ktoré redukuji bazalnu aktivitu recep-
tora pod hodnotu pozorovant bez naviazania. Specidlnou skupinou st takzvani
zaujati agonisti, vdaka ktorym dochadza k zaujatiu konformacie sprostredkova-
vajucej aktivaciu niektorych Specifickych biologickych procesov. Posledna skupina
je vyznamnou z farmaceutického hladiska, napriklad v kontexte novych druhov
analgetik [11, 2].

Naviazanie ligandu predstavuje ¢asovo a Strukturdlne naroény proces trvajuci
aj niekolko ps. Pocas tohto procesu musi ligand prekonat niekolko potencialovych
bariér. Pricom, ako bolo ukazané v praci [15] najvacsia bariéra je spojend s precho-
dom ligandu do takzvaného mimobunkového vestibulu, ktory je spojeny s velkou
mierou dehydratéacie (ako aj ligandu, tak aj receptoru).

Malé strukturalne zmeny vo vazbovom mieste GPC receptora po naviazani ago-
nistu sa prenasaji do znacnych posunov a-helixov vo vnutri bunky ¢im umoznuju
naviazanie G-proteinu. Porovnanie aktivnej a neaktivnej Struktiry s naznacenim
posunu transmembrénového helixu H6 o & 33° [I4] vidime na obrézku (L.3).

Obr. 1.3: Aktivny vs. neaktivny stav
Ay 4 adenozinového receptoru

Tieto zmeny, sprevadzané viazbou G-proteinu, stabilizuju aktivny stav recep-
toru. Viazanie na G-protein je nutnostou, pretoze samotny receptor vdaka svojej
flexibilite prechadza spektrom réznych nizkoenergetickych konformacii (¢o je zod-
povedné aj za jeho bazdlnu aktivitu) a samotné naviazanie ligandu bez viazby na



G-protein len zvysi jeho dynamickost (pricom vyslednd konformécia bude blizko
neaktivnej) [1L [16]. V pripade vyskytu niektorych Specifickych mutacii mézeme po-
zorovat dlhodobé zaujatie aktivneho stavu receptoru aj pocas absencie agonistu.
Bolo ukézané, ze prave tieto strukturdlne zmeny si zodpovedné za Siroku skalu
chor6b (jednym z prikladov je nocné slepota) [2].

Cyklus aktivacie Asy receptora s naslednou kaskddou vniatrobunkovych proce-
sov schematicky zobrazujeme na obrazku ((1.4)).

Obr. 1.4: Mechanizmus signalizdcie GPC receptorom [17]

V prvom kroku dochadza k naviazaniu ligandu do vazbového miesta receptoru.
To ma za nasledok strukturalne zmeny daného proteinu, ktoré ovplyvnia struktaru
G-proteinu. Zmena Struktiry G-proteinu vedie k vymene GDP (Guanozin-difosfat)
za GTP (Guanozin-trifosfat). Tato molekula predstavuje energeticky zdroj jeho G,
podjednotky, ktora sa v piatom kroku oddeli do cytosolu a iniciuje vntatrobunkové
procesy (zvysenie hladiny cAMP). Vnutrobunkové procesy mozu byt aktivované aj
pomocou G a G podjednotiek, tie st ale obmedzené len na prostredie bunkovej
membrany. V poslednom kroku dochadza k hydrolyze GTP na GDP pésobenim G,,
podjednotky a k rekombinécii vSetkych troch podjednotiek. Medzitym dochadza
k uvolneniu ligandu z vazbového miesta receptoru v dosledku zmeny afinity vézby
oddelenim G-proteinu [3, 4].



1.3 Mechanizmus aktivacie A4 receptoru

Aga adenozinovy receptor mdézeme v kontexte strukturalnych zmien v dosledku
naviazania ligandu rozdelit na tri hlavné ¢asti zobrazené na obrazku ((1.5)).

Obr. 1.5: Konformacne vyznamné oblasti A4 adenozinového receptoru

Na vizbové miesto ligandu (zlatd farba), vizbové miesto G-proteinu (fialova)
a na takzvanu spojovaciu oblast (zelend), nachadzajicu sa medzi nimi.

V kazdej z tychto Casti sme schopni identifikovat klicové aminokyseliny vy-
kazujice vyrazné konformacné zmeny a teda zodpovedné za aktivaciu receptora,
pricom budeme postupovat na zéklade analdgie s pracou Dror et al. (2011) [16]
uvazujucej [o-adrenergicky receptor. Tento systém tiez patri medzi GPC receptory
a jeho struktira je velmi podobnd nami uvazovanému systému.

Obrazky az uvadzaji konformacne najvyznamnejsie casti vyssie uve-
denych oblasti. V kazdom z tychto vyobrazeni uvadzame aktivnu a neaktivnu kon-
figurdciu ziskanu z proteinovej databanky pod PDB kédmi 6GDG a 6JZH. Okrem
jednotlivych a-helixov zobrazujeme aj aminokyseliny, zodpovedné za zmenu ich
konformadcie (vizbové miesto ligandu), respektive ktoré podliehali vyraznej zmene
konfiguracie (spojovacia oblast a vazbové miesto G-proteinu). Poznamenajme, ze
vodiky, pritomné v neaktivnej konfiguracii sa v .pdb stibore obsahujicom aktivnu
konfiguraciu nenachédzali, kvoli comu na dalsich obrazkoch nie st zobrazené.

V pripade vazbového miesta ligandu dochadza k vyraznej zmene konformacie
aminokyseliny cysteinu 185. Konkrétne vidime, ze dochadza k priblizeniu tejto
aminokyseliny k ligandu NECA. Tato mald zmena vo vézbovom mieste (zmena
polohy atému siry o 2.81 A) spdsobi synchrénny globalny pohyb a-helixu H5 na
intracelularnej strane receptora so zmenu uhla o velkosti ~ 8°. To vzhladom na

10



dizku daného helixu odpoveds pohybu niektorych aminokyselin aj o ~ 10 A.

F /A

Obr. 1.6: Zmena konformécie vizbového miesta ligandu (Cys185)

Na obrazku (|1.7) zobrazujicom spojovaciu oblast uvadzame aminokyseliny fe-
nylalaninu 242 a izoleucinu 92, ktorym sa v tejto casti daji prisudit najvacsie
konformacéné zmeny, respektive najvacsi prispevok ku globalnym konformacnym
zmenam receptoru. Na tomto obrazku vidime posun izoleucinu 92, ktory nasledne
indukuje posun aromatického kruhu fenylalaninu, vdaka ¢omu dochadza ku glo-
bélnemu pohybu helixu H6 (uvddzaného na obrézku (1.3)) a zmene uhla o velkosti
~ 33°. Tento posun je jednou z najvicsich zmien pri prechode receptoru medzi
aktivnou a neaktivnou konformaciou.

Obr. 1.7: Zmena konformécie spojovacej oblasti (Phe242 a [1e92)

Dosledkom vyssie uvedenych strukturalnych zmien je znacéna rotécia amino-
kyselin tyrozinu 197 a 288 vo vazbovom mieste G-proteinu. Konkrétne v pripade
aminokyseliny tyrozinu 288 pozorujeme rotaciu o ~ 18°.
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Obr. 1.8: Zmena konformécie vazbového miesta G-proteinu (T'yr197 a Tyr288)

1.4 Gramicidin A

Potom sa zameriame na modelovy systém bakteridlneho povodu, konkrétne
na Gramicidin A. Této §truktira s dlzkou ~ 26 A a Sirkou ~ (4 — 5) A je naj-
mensim iénovym kandlom, schopnym transportovat iény bunkovou membranou.
V membrane tvori dimér prechadzajuici lipidovou dvojvrstvou [18].

Obr. 1.9: Struktira Gramicidinu A

Uvadzame aj sekvenciu jedného z jeho helikdlnych monomérov (farebné ozna-
¢enie zodpoveda editoru CINEMA [19]) [6], 18]
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Z farmaceutického hladiska mé vyuzitie ako antibiotikum, kedy sformovanim
kanalu v bunkovej membrane a diftiziou ¢astic K™ a Na™ dochddza k naruseniu
prirodzenych koncentréacii vo vnutri bunky a jej uhynutiu (napriklad kvoli ne-
schopnosti tvorit ATP (adenozin trifosfat) v mitochondridch). Dimerizacia kandlu
je reverzibilna, pricom prechod iénov kandlom je umozneny priblizne po dobu =~ 1s
20, 21].

Selektivita je zabezpecend orientaciou elektronegativnych kyslikovych atémov
kostry helixu. Tie odpudzuji aniéony a umoznuju prechod katiénom. Okrem toho
sa v iom nachadzaji molekuly vody (& 6), ktorych konfigurdcia zabezpecuje sta-
bilizaciu pohybu kationov [22] 23].

1.5 Idénovy kanal TRPM2

Poslednym zo systémov, ktorym sa v tejto praci budeme zaoberat je idnovy
kanal TRPM2 (respektive transient receptor potencial melastatin 2 ion channel).
Struktiru TRPM2 v pripade otvorenej konformaécie, vloZenej do fragmentu bunko-
vej membrany, vo vodnom prostredi a za pritomnosti sodikovych iénov uvadzame

na obrazku (|1.10)).

Obr. 1.10: Reprezentdacia TRPM2 i6nového kanélu (6DRJ)

Ako vyplyva z nazvu, TRPM2 prislicha do rodiny TRP kanalov, ktoré maju
v organizme vyznamnu biologicki tlohu (ako sme uviedli aj v ivode). Konkrétne
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bolo ukazané, ze TRPM2 zohrava tilohu vo vylucovani inzulinu. Dalej sa pred-
poklada, Zze méa konexiu s autozdpalovymi ochoreniami a vplyva aj na priebeh
Alzheimerovej choroby. Zaroven sa jeho vysoké koncentracie nasli aj v nadorovych
bunkach. Okrem tychto neprijemnych vplyvov je zodpovedny za vnimanie tepla v
oblasti 33 — 38 °C (teda za regulaciu telesnej teploty) [24-29)].

Zékladnym motivom vsetkych ¢lenov siedmych podskupin rodiny TRP kané-
lov (u cicavcov) je membranova topolégia 4 identickych podjednotiek, tvorenych
siestimi a-helixami. K vyraznejsim odlisnostiam v sekundarnej struktire dochadza
az v oblastiach intracelularneho N a C-terminusu zodpovednych za registrovanie
sirokej skaly intraceluldrnych podnetov (teda za skdlu funkéne dolezitych interak-
cii) [30]. Tertramérne podjednotky pozostdvaji zo Styroch helixov patriacich do
takzvanej napétovo citlivej domény (voltage-sensing domain, resp. VSD). Tento
sirokospektralne zauzivany nazov znamena citlivost na zmeny napatia len v nie-
ktorych pripadoch. Zvysné dva helixy st zodpovedné za vytvorenie oblasti péru,
kde moéze dochadzat k toku iénov kandlom. V tejto strukture sa nachadza takz-
vany filter selektivity (zodpovedny za Specificitu kanalu) a spodné brana. T4 sa je
v pripade TRPM2 definovana glutanimom 1068 a v otvorenom stave ma priemer
2.6 A (v zavretom stave zase 1.0 A) [30, B1].

TRPM2 kanal je aktivovany vnitornymi intracelularnymi signalizaciami. Kon-
krétne k jeho otvoreniu dochadza naviazanim ADP-rib6zy (uvoliiovanej pri oxida-
tivnom strese a metabolickych procesoch), spolu s naviazanim intraceluldrneho so-
diku C'a®". Po otvoreni neprejavuje zZiadnu selektivitu vo¢i katiénom (voci aniénom
je nepriepustny), ale Standardne jeho aktivacia vedie k zniZeniu elektrochemického
gradientu sodikovych iénov [4, [32H34].

Vymena sodikovych iénov nasledne aktivuje sekundarne bunkové procesy. Jed-
nym z moznych efektov je Sirenie lokalnej depolarizacie bunkovej membrany sé-
riou napatovo ovladanych sodikovych a draslikovych iénovych kandlov povrchom
axonu nervovych drah. Tento efekt vedie k aktivacii napéfovo riadenych vapniko-
vych iénovych kanalov, ktoré pésobia ako sekundarne prenasace signalu a vyvolaji
uvolnenie aceltylcholinu. Ten spusta rovnaky proces v nasledujiucom axoéne. Tento
proces zabezpecuje Sirenie pociatotného vzruchu (sposobeného aktivaciou TRP
ionového kandlu) cez nervové dréhy az do mozgu, kde sa vyhodnoti [4].

1.6 Bunkové membrany

Bunkové membrany zohravaji vo fungovani bunky klicovi tilohu. Okrem toho,
ze oddeluju vniatrobunkové prostredie od jej okolia, obsahuji velké mnozstvo prote-

inov zdsadnych pre spravne fungovanie a komunikaciu bunky (ako ukazuje obrazok
(T 11) [35].
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Obr. 1.11: Tlustracny obrazok komplexného modelu bunkovej membrany [35]

7 hladiska mobility lipidov pozorujeme vyznamny lateralny pohyb v dvoj-
vrstve, previazany s pohybom proteinov. Prechody lipidov medzi vrstvami st menej
casté v dosledku energetickej bariéry pochadzajtcej z hydrofébne-polarnej struk-
tury tychto molekul [36]. V pripade redlnych systémov mézeme hovorit o stovkéach
roznych lipidovych typov, ktoré roznym sposobom vplyvaju na aktivitu okolitych
proteinov. Simulacie zameriavajice sa na vplyv zlozenia bunkovej membrany sa z
toho dovodu vyznacuju vysokou komplexitou.

V nasom pripade nebol pocas simulécii vplyv membrany az taky zdsadny (z
dévodu prirodzenej, respektive vynutenej rigidity systémov, alebo ich nizkej kom-
plexity). Vdaka tomu sme sa obmedzili na dve zdkladné kompozicie, konkrétne na
POPC (fosfatidylcholin) a na POPE (fosfatidyletanolamin) lipidy zakomponované
v programe QwikMD [37]. Struktiiru spominanych lipidov uvddzame na obrazkoch

[C12) a (TI3).

+
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Obr. 1.12: Fosfatidyletanolamin Obr. 1.13: Fosfatidylcholin (POPC) [38]
(POPE) [38]
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Okrem rozdielu v polarnej hlavicke je zasadnym rozdielom ich charakteristicka
oblast vyskytu. Lipidy typu POPC standardne pozorujeme na oboch stranach
bunkovej membrany. Na druhej strane, vyskyt lipidov typu POPE je obmedzeny
na cytoplazmaticki stranu membrény [39].
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2. Metodika

2.1 Molekularne dynamické simulacie

Motivaciou k pouzitiu molekularne dynamickych simulacii na stadium biologic-
kych systémov je ich schopnost hodnoverne zachytit dynamické procesy. Proteiny
podstupujui vo fyziologickom prostredi velké strukturalne zmeny. Tieto zmeny nie
je mozné studovat pomocou klasickych krystalografickych metdd, kedy standardne
dokazeme ziskat len struktiru pociatocného a findlneho stavu.

Dalsou nemenej vyznamnou motivaciou je moznost rychleho dizajnu a otestova-
nia ligandov viazucich sa na studovany systém. V tomto pripade vieme efektivnym
sposobom urcif najlepsich kandidatov na nové lie¢iva bez toho, aby sme ich museli
naroc¢ne a draho syntetizovat. Az par najlepsich ligandov je néasledne nasyntetizo-
vanych a otestovanych v redlnych experimentoch.

2.1.1 Dynamika a vyvoj systému

V pripade molekuldrne dynamickych simuléacii predpokladame klasicky vyvoj
skimaného systému. To znamend, Ze dynamika podlieha Newtonovym pohybovym
rovniciam [40]:

i,=Pe 19 N (2.1)
Mq
pa = _vraEtotal<r17r2r--7rN)7 o = 1727...,N (22)

me oznacuje hmotnost jednotlivych atémov so siradnicami r, a hybnostami
Po- Fiota je potencidl, ktorého pdsobeniu su tieto atémy vystavené. Konkrétnemu
tvaru tohto potencidlu sa budeme venovat v kapitole .

Teoreticky by bolo mozné tento systém vyvijat aj pomocou kvantovo mechanic-
kého pristupu, vdaka ¢omu by sme dostali presnejsie vysledky. Avsak, vypoctové
naklady, s tym spojené, by boli z hladiska dnes dostupnych technolégii netinosné.

Z numerického hladiska systém vyvijame pomocou takzvaného Verletovho in-
tegratoru. Ten predstavuje jednoduchy iterativny algoritmus, ktory vo svojich pra-
cach pouzival uz Newton a znovuobjavil ho Verlet v 60. rokoch minulého storocia.
Jeho vyhodou je vypoctova nenarocnost a symplektickost. Pocas jedného kroku
tohto algoritmu je nutné urcit sily, ktoré posobia na dany systém (najnaro¢nejsi
krok) len jeden krat. To je vyrazna vyhoda napriklad oproti Runge-Kuttovym
metdédam vyssieho radu, ktoré potrebuji niekolko takychto vyhodnoteni [40].
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Na druhej strane symplektickost zase zabezpecuje, Ze systém je pocas celej
simulacie vyvijany pomocou Hamiltonovskej mechaniky. Vdaka tomu dochadza
len k malej akumulécii chyb, ktoré st dosledkom diskrétneho vyvoja systému.
Zaroven mame zarucené, ze pocas NVE simulacii bude dochadzat k zachovaniu
energie, respektive k zachovaniu fazového objemu [40)].

n-ty krok tohto algoritmu (pre o = 1,2,...,N) vyjadruju vztahy [41]:

At

pg+1/2 —p"+ 7FZ (2.3)
n+1 n 1 n+1/2
r, =1, +—p, "At (2:4)
My

Frtl — ~V i1 Byt (et ep et (2.5)

At
prtl — prti/2 7Fg+1 (2.6)

Pomocou rovnomerne zrychleného pohybu uréime v case t"*1/2 = (n 4+ 1/2)At
hybnost p?*/2. Parameter At odpoveda velkosti ¢asového kroku danej simulécie.
Nésledne s vyuzitim rovnomerného pohybu s hybnostou p”+/2 uréime novii polohu
r"T1. Vdaka tomu vypocitame novi silu F*™! posobiacu na ¢asticu v mieste r.
V poslednej ¢asti tohto algoritmu uréime hybnost v n + 1 kroku simulécie (zo
znalosti F711).

Za predpokladu fixného casového kroku ma tato metdda diskretizacnia chybu
odpovedajicu O(A#?) [41].

Na koniec tejto kapitoly este poznamenajme, ze nami studovany systém pod-
lieha periodickym okrajovym podmienkam. Dovodom tejto restrikcie st velmi malé
rozmery simulovanych systémov (niekolko desiatok A). Kvéli tomu je za $tandard-
nych podmienok len velmi mala casf molekil mimo kontaktu so stenou ¢o ne-
odpovedd makroskopickym experimentom a ich vysledkom. AvSak, cenou za tito
aproximéciu je nerespektovanie niektorych zdkonov zachovania, ako napriklad za-
konu zachovania momentu hybnosti.

2.1.2 Silové polia

Na to, aby sme mohli nas systém vyvijat a studovat jeho charakteristiky potre-
bujeme poznat tvar potencidlu Ej.. Ako sme uz spomenuli, molekularne dyna-
mické simuldcie vychadzaju z popisu molekil ako klasickych objektov. To znamena,
ze ich atémy su popisané ako nabité gulocky spojené sériou pruziniek (a to ¢i uz
v kontexte vézieb, tak aj v kontexte uhlov). Na zdklade toho moézeme pre Ejytq
pisat vztah:
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Etotal = Ebonded + Enonbonded (27)

Clen Ejpndeq POpisuje intramolekuldrne vizbové prispevky. Clen Eronbonded Zase
naopak odpovedd medziatomérnej nevazbovej interakcii.

Energiu, spojenu s vazbovymi prispevkami FEjp,,q4eq, mOZeme na zaklade toho
vyjadrit pomocou vztahu [42]:

Ebonded = Z k’fond(ﬁ - T?)Q + Z k?ngle(ej - 0;))2 + Edihedral (28)
( J

kbornd je konstanta

Prva sumaécia prebicha cez vazby danej molekuly, pricom
tuhosti i-tej vizby v harmonickej aproximdcii. r; odpoved4 jej aktuslnej dlzke a r?
je parameter urcujuici jej rovnovaznu hodnotu. V druhej sumaécii prechddzame cez
uhly trojic susediacich atémov spojenych vazbou. Parametre k;mgle, 09 a premennd
¢; maji analogicky vyznam, ako v pripade vazbového ¢lenu.

Energiu spojent s dihedralnymi uhlami FEgpeqrqp moZeme vyjadrit pomocou
rovnice [42]:

k_dzhe 1+ cos (m(I)l - M m)]
Baihedrat = >3 s Z 7

l kdzhe(qjl o \I]?)Q

(2.9)

Prvy ¢len odpoveda rotacne symetrickému dihedralnemu potencialu, kde
reprezentuje konstantu tuhosti a 7;,, jeho fazovy posun. ®; odpoveda hodnote
dihedralneho uhla medzi Stvoricou susediacich atémov. Druha cast rovnice
reprezentuje nepravé dihedrédlne ¢leny, ktoré sa vyuzivaji na stabilizaciu niektorych
struktur (tetraedralna konformécia). V tomto pripade ndm v danom vztahu znova
vystupuje konstanta tuhosti harmonickej aproximécie k"¢, rovnovazna hodnota
tohto uhla ¥? a jeho aktudlna hodnota ;. Analogicky, ako v pripade vztahov pre
vazby a uhly, aj v tomto pripade prechddzame, cez vSetky dostupné dihedralne
uhly tvorené stvoricou susediacich atémov.

Zobrazenie jednotlivych intramolekuldrnych potencidlovych prispevkov vidime
na obrazku . V prvom riadku tohto obrazku znazornujeme parametre pre
udrziavanie konstantnej medziatomérnej vzdialenosti a uhlov. Druhy riadok zna-
zornuje pravé a nepravé dihedralne cleny.

Energeticky prispevok E,,podeqd SPOjENy so vzajomnym nevazbovym posobenim
atémov charakterizujeme rovnicou [41], 42]:

dihe
kl,m

Enonbonded = > 465 [(Z”)w - <U”> ] Z Z 9i4; (2.10)

sy ij Tij 47?(—:0 v, —r; + nL|
Tij <Tcut z<]
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Obr. 2.1: Intramolekularne prispevky potencidlu Ujyq

Prvy ¢len reprezentuje van der Waalsovo posobenie vyjadrené Lennard-Joneso-
vym potencialom. Parameter ¢;; odpovedd hibke potencidlového minima atémov
t a j vo vzdialenosti r;;. Na druhej strane, parameter o;; odpovedd efektivnemu
rozmeru, s akym tieto atémy spolu interaguju. Spojitost s atomarnymi charakte-
ristikami vyjadruji vztahy Lorentza a Berthelota [43]:

UZ;U] €ij = /€i€j (2.11)

o; a 0j odpovedaju efektivnemu priemeru castic 7 a j. ¢; a €; odpovedaji hibke
potencidlového minima pre jednotlivé atomy v pripade, ze sa k nim priblizujeme
bodovou testovacou casticou. Velkost tychto parametrov mozeme uréit z databazy
CHARMM general Force Field (CGenFF) [44-47].

Taktiez eSte potrebujeme popisat parameter r.,;. Ten charakterizuje dosah van
der Waalsovej interakcie, ¢o znamena, ze v prvej sume uvazujeme len tie atémy, pre
ktoré plati r;; < 7. Korekciu energie k tejto aproximécif, vieme vdaka dostatocne
rychlemu poklesu danej interakcie vypocitat analyticky. AvSak, jej tvar predstavuje
len aditivny faktor k celkovej energii, ktory sa pocas simulacie pre konstantni
hodnotu 7.,; nemeni [41].

Siesta mocnina v Lennard-Jonesovom potencidly vychédza z popisu interakcie
dvoch oscilujucich dipélov. Repulzivny ¢len s dvanastou mocninou nema fyzikalny
vyznam, repulziu popisuje len priblizne a bol zavedeny z dévodu vyssej efektivity
vypoctu [48].

Druhy ¢len zodpoveda klasickej Coulombickej interakcii bodovych nabojov g;
a ¢; vo vzdialenosti |r; —r; + nL|, kde r; a r; oznacuju polohy atémov i a j. V

Uij =
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tomto pripade, ale musime zobrat do tvahy dlhodosahovy charakter elektrosta-
tickej interakcie a musime scitavat cez vsSetky periodické obrazy daného systému,
kde n € Z% a L predstavuje rozmer simula¢nej bunky (pre jednoduchost pred-
pokladdme bunku v tvare kocky). Znacenie ' znamend, Ze sumécia vynechdva
singuldrne ¢leny typu n =0 a ¢ = j [41].

Parametre, vystupujice vo vyssie uvedenych potencidlovych ¢lenoch urcujeme
pomocou fitovania na kvantovo mechanické vypocty. V pripade, Ze nepotrebujeme
maf prilis vysoki presnost ziskanych vysledkov, mézeme pouzit dostupné kniznice,
kedy pri malych molekuldch pouzivame urcenie parametrov pomocou analdgie [49).

Pokial je vyssia presnost nevyhnutnostou, je jednou z moznosti vyuzitie takz-
vaného Force Field Toolkitu. V tomto pripade postupne urc¢ujeme geometriu, na-
bojové rozlozenie a intermolekularne parametre tak, aby sme dostali, ¢o najlepsiu
zhodu s kvantovo mechanickymi vypoctami danej Struktiry. Podrobnejsi popis
tejto parametrizacie, ako aj jej ukazka na priklade adenozinu je uvedeny v prilohe

(A]) 507

2.1.3 Simulacie v NVT subore

Ako sme spomenuli vyssie, metoda zalozend na rieseni Standardného tvaru Ne-
wtonovych pohybovych rovnic pomocou Verletovho integratora funguje v pripade,
ze chceme nas systém vyvijat v kontexte NVE simulacii. To znamend, ze dochadza
k zachovaniu poctu castic, objemu a energie simulovaného systému.

Avsak, tento pristup vo vicsine pripadov neodpovedd standardnym experimen-
tom a ich simula¢nym podmienkam, ktoré su viacsinou prevadzané za konsStantnej
teploty T" a tlaku p. V tejto casti sa zameriame na simulécie pri konstantnej teplote,
teda simulécie typu NVT.

Existuje viacero metéd, ako udrziavat systém pri konstantnej teplote (Berend-
senov termostat, skalovanie rychlosti, Nose-Hooverov termostat). V tejto kapitole
sa ale zameriame len na metddu, ktora je pouzivana v pripade simula¢ného balika
NAMD pouzivaného na uskutocnenie nasich simulacii [51].

Tento balik pouziva takzvany stochasticky pristup. V tomto pripade nas systém
pripojime k teplotnému rezervoaru, ktory méa stochasticky charakter. To znamena,
ze do nasho pévodného systému, ktory bol popisany Newtonovou dynamikou vlo-
zime fiktivne castice teplotného rezervoaru o teplote T'. Interakcia nasho systému s
casticami tepelného rezervoaru vytvara trenie, ktoré moézeme popisat koeficientom
~. Bolo ukazané, ze ¢len, ktory je s nim spojeny mé tendenciu zvysovat dynamicku
stabilitu simulovaného systému. Zaroven na nas povodny systém posobia ndhodné,
¢asovo zavislé stochastické sily R.(t), pochddzajice od zrazok so spominanymi fik-
tivnymi casticami [40, [52].

Na zdklade toho mdzeme zostavit nové pohybové rovnice v tvare [40], 52]:
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f,=-% a=12,..N (2.12)

2yma kT

=12,.,N (2.1
At Ra(t)a a 1= Y ( 3)

pa = _vraEtotal(rlar%-'-er) — 7Pa +
Tieto rovnice odpovedaji Langevinovym pohybovym rovniciam [53]. k; repre-
zentuje Boltzmannovu konstantu, 1" predstavuje pozadovani teplotu systému a At
odpoveda velkosti casového kroku. Nahodné sily R, (¢) sme uvazovali ako bezroz-
merné.

Predpokladédme, ze poc¢as jedného molekuldarne dynamického kroku (pohyb so
vSetkymi atémami v systéme) dochddza k velkému poctu zrazok s fiktivnymi cas-
ticami. Vdaka tomu z centralnej limitnej vety dostéavame, ze R, (¢) bude mat gaus-
sovské rozdelenie. Zaroven predpokladame, ze k nim dochadza ovela rychlejsie, ako
je dlzka nasho ¢asového kroku, takze plati [52]:

(Roa(O)Ra(t)) =d(t — 1) (2.14)

Je mozné ukéazat, ze gaussovské rozdelenie, ktorym sa bude R, (¢) riadit ma
nulovi strednt hodnotu a jednotkovy rozptyl. Tvar multiplikativneho faktoru vy-
stupujuceho pri R, (¢) v rovnici vyplyva z fluktuacne-disipativneho teorému
[54].

Vzhladom na to, ze sme upravili tvar pohybovych rovnic, pomocou ktorych
vyvijame nas systém musime upravit aj tvar prislichajiceho numerického integ-
ratora. Konkrétne vyuzijeme Briingerov—Brooksov—Karplusov algoritmus, ktory je
rozsirenim Verletovho algoritmu a k zmene dochadza len vo vztahu pre novia po-
ziciu Castice r™ (o = 1,2,...,N). T4 moZzeme vyjadrit v tvare [55]:

1 27k T
It AL 4| Tz AP
Ma Me

n+1 — ’)/At/Q rnfl
“ 14+ ~At/2° 1+ vyAt/2

(2.15)

V pripade, ze v — 0 dostavame pdvodny Verletov algoritmus. Z7 predsta-

vuje vektor gaussovskych nahodnych premennych s nulovou strednou hodnotou a
jednotkovym rozptylom.

2.1.4 Simulacie v NPT subore

Tato cast sa bude zameriavat na simulacie pri konstantnom tlaku, konkrétne
na simulacie typu NPT. Aj v tomto pripade mame viacero moznosti, ako dosiahnut
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konstantného tlaku (Weak coupling algoritmus, Nose-Hooverov barostat, metoda
Langevinovho piestu). Stratégia, ktorou sa riadi NAMD kombinuje pristup Nose-
Hooverovho barostatu (popisaného v [56]) s kontrolou fluktudcii tlakového piestu
pomocou Langevinovej dynamiky (popis postupu sa da najst v [57]) [40].

Vyvoj systému je popisany Langevinovymi rovnicami. Avsak, v tomto pripade
zavadzame nova dynamickta premennt, ktorou je objem V. Da sa ukazat, ze tieto
rovnice (pre a = 1,2,....N) budi mat tvar [58]:

iy = PO 4, (2.16)

Me
. d\ . 29ma kT

Do = —Vr. Erotat (F1,72,...Tx) — (1 + N) P — TPa+ || T rRalt) (217)
!

Y = dVeé (2.18)

We=dV(X — P, )+i§iji— 4y 2V BT (2.19)

€ = ext Nf = M, 7]76 At P :

Veli¢iny m,,, r, a p, zodpovedaji hmotnostiam, polohdm a hybnostiam castic.
d predstavuje dimenziu systému (v nasom pripade d = 3). Ny zodpoveda poctu
stupnov volnosti. Vzhladom na Standardnt velkost simulovanych systémov casto
uvazujeme 1+ d/Ny ~ 1. v a R,(t) maji rovnaky vyznam ako v pripade NVT
settingu. P,..;; je vonkajsi tlak, ktorému chceme systém podrobit. S objemom V je
spojend premenna ¢ zodpovedajica rychlosti relativnej zmeny objemu simulacnej
bunky (skalovanej dimenziou systému). Veli¢iny v, a R,(t) maji analogicky vy-
znam ako v a R,(t), avSak v tomto pripade posobia na piest barostatu. Zaroven
definujeme fiktivnu hmotnost piestu W, ktort uréujeme pomocou rovnice [58]:

W = dNk,T7* (2.20)

Velic¢ina 7 predstavuje periédu oscilacii barostatu. Jej hodnotu stanovujeme
tak, aby sme zasadne nenarusili tepelné spektrum NVT simulécie [58].

Nakoniec este uvedme tvar veliciny X, ktort mézeme vyjadrit pomocou vztahu
[58]:

1 X [p? 0
—* — Iy - VraEtotal(rlarQr-'arN) - 7Etotal(r17r27'--arNaV) (221)

X =
AV = | ma aV

Parcialna derivacia podla V znamena, zZe musime prepisat suradnice ry,rs,...,r 5
do bezrozmernyrch jednotiek pomocou skalovania cez V3 a az néasledne parcialne
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derivovat FEy,q. Tento potencial je rovnaky ako v predchadzajucich castiach, len
v tomto pripade explicitne uvazujeme zavislost na objeme systému.

7 hladiska numerického riesenia tohto settingu znova pouzivame obdobu Verle-
tovho algoritmu. Avsak, zaroven s polohami a hybnostami ¢astic musime vyvijat aj
objem systému a kanonicky zdruzent veli¢inu p. = Wé. To znamend, Ze pouzivame
dva prelinajtce sa algoritmy pre V a p. a pre r, a p,. n-ty krok tohto algoritmu
ma tvar [58]:

At - n
At
é”+1/2 =+ 76” (2.23)
At .
nt1/2 _ pn oy 7pg (2.24)
it = g g2 A (2.25)
pirHL /2 Az’fpgﬂ/z (2.26)
At
én+1 _ én+1/2 + 7én+1/2 (227)
At - n
VnJrl = pPr + 7 +1/2 (228)

V tomto algoritme dosadzujeme ziskané medzivysledky do vypocétov v nasle-
dujiicich medzikrokoch. To znamena, ze pre V" plati V" = V(V"*,é), aviak pre €
dostéavame €" = ¢(r?, pr, V12 ),

Predpokladajme, ze plati W — oo, teda peridéda oscilacii piestu 7 — oo a za-
roven 7, — 0. Potom v pripade, ze plati é(t = 0) = 0 (teda, na zaciatku simulacie
nedochadzalo k deformécii objemu V), dostavame Briingerov—Brooksov—Karplusov
algoritmus. Ako sme spomenuli vysSie, v pripade v — 0 vieme tento algoritmus
previest na klasicky Verletov algoritmus. Takze vidime, zZe tento pristup je konzis-
tentny s tym, ¢o sme uviedli v pripade NVT, respektive NVE stuboru.

Zaroven plati, ze dany postup generuje korektné vzorkovanie izobaricko-izoter-
mického ensemblu (takZe dostavame korektnii hustotu pravdepodobnosti) [58].

V pripade praktickej aplikdcie méame viacero moznosti, ako kontrolovat objem
bunky. Je mozné nan aplikovat rozne restrikcie, napriklad mozeme pozadovat, aby
sa kazdé stradnica menila v rovnakej miere (izotropné oscilicie objemu). Alebo
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mozeme pozadovat, aby boli niektoré z rozmerov simula¢nej bunky zafixované, ¢o
sa pouziva pri simulacii s membranami, kedy fixujeme rozmery v rovine xy.

2.1.5 Elektrostatické interakcie

Ako sme uz spomenuli v kapitole (2.1.2)), prispevok od ndbojového rozlozenia do
celkového potencidlu Eyoq, ktory budeme znacit Egpqrge méZeme vyjadrit pomocou
rovnice:

charge = Z Z 4 (229)

47reo lr, —r; + nL|
z<]

Na to, aby sme sc¢itanim tejto sumy dostali koneéni hodnotu potrebujeme, aby
bol simulovany systém neutralny. Napriek tomu, ale tato suma nie je absolutne
konvergentnd. To sa da ukazat tym, ze zacneme scitavat len kladné naboje.

Postup, pouzivany na jej korektné a efektivne scitanie, je takzvana Ewaldova
sumacia. Jeho zakladom je rozklad 1/|r; — r; + nL| na kratkodosahovy a dlho-
dosahovy prispevok (uvedeny v rovnici ) Kratkodosahovy prispevok vieme
spocitat priamou integraciou. Dlhodosahovy prispevok s¢itavame v reciprokom
priestore s vyuzitim Poissonovho sumacéného vztahu [59)].

1 1 2 @ 2,2 2 o0 2,2
I 7/ £ gy 2.30
|I'Z'—I'j+l’lL| T ﬁ~/() ¢ +ﬁ [} ¢ ( )

« je parameter, ktorym urcujeme, ako sa rozdeli naroc¢nost vypoctu medzi
realny a reciproky priestor. Po vykonani vyssie spominanych vypoctov dostavame
Ewaldovu sumaéciu [59]:

L 2 2
4:9; Erfe(a|r; —r; +nl) e (7 k R—
c arge — o1 9 _ 1.9 k Esur
harg Zn: Z 4reg r; —r; +nl| * k%m 8Lm2epk? QU+ f
l<]
(2.31)
k-r.
Qk) = qu exp <2m'Lrj> (2.32)
J
2
N L Srit) - S (2.33)
surf ™ 9¢, + 1 4mweg L3 7 7 473/2¢q 7 J '

Kde Erfe(x) reprezentuje error funkciu, ktord pochadza zo sumécie v redlnom
priestore. Druhy ¢len ma povod v sumécii v reciprokom priestore, pricom k € 23
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je vektor tohto priestoru. Ejf;i,j; charakterizuje interakciu s dielektrikom nachadza-
jucom sa v nekonecne a korekciu k self-interakcii ndbojov g;. €, odpoveda relativne;
permitivite tohto dielektrika. Casto sa uvazuje takzvana tin foil aproximécia, teda
dany systém v nekone¢ne obalime vodivym materidlom, pre ktory €, — oo [41].

V praxi tento vysledok este aproximujeme tym, Ze v sumécidch cez n a k
uvazujeme len niekolko prvych ¢lenov. V pripade vyssich hodnot n a k sa ziskané
korekcie len malé a exponencidlne klesaju k 0.

Vypocet sa da este urychlit interpolaciou nabojov na mriezku a prevedenim
tohto rozdelenia do reciprokého priestoru Fourierovou transforméciou. V pripade
NAMD je interpolacia uskuto¢nend pomocou B-splineov. Vysledny algoritmus

sa nazyva Particle mesh Ewald method (PME) a jeho vypoctovd néro¢nost je
O(Nlog (N)) [40].

2.2 Riadena molekularna dynamika

Charakteristické ¢asy procesov prebiehajicich v biologickych systémoch su
velmi casto v rdde ms az niekolkych sekind. To je z hladiska dnesnych simulé-
cii vo vécsine pripadov nerealizovatelné (az na par vynimiek, ako napriklad [16] a
[15]). Z toho dévodu je nutné tieto procesy vhodnym sposobom urychlit, aby sme
boli schopni pozorovat studovany proces aj na kratsich c¢asovych skalach, ale aby
sme zaroven boli schopni zrekonstruovat vysledky realnych experimentov.

Jednou z metdéd pouzivanych na takyto typ simulécii je riadend molekularna
dynamika (Steered molecular dynamics, alebo aj SMD). V tomto pripade na Stu-
dovany systém aplikujeme externu silu, ktorou znizime vysku potencialovej bariéry
nutnej k prechodu z pociatocnej do finalnej konfiguracie, ktord je definovand re-
akénou koordindtou &€ = £(ry,...,rn). T4 moze popisovat napriklad pohyb v smere
osi z, ale moze mat aj komplexnejsi charakter, ako napriklad miera a-helikalnosti
studovanej struktiry [10].

Okrem mechanizmu realizdcie daného procesu sa v tomto type simulacii, vo
vacsine pripadov, zameriavame na urcenie profilu volnej energie (&), ako funkcie
reakénej koordinaty, nazyvanej potencidl strednej sily (Potencial of mean force,
alebo PMF).

Prakticka realizacia spoc¢iva v pripojeni virtualneho atému na cast studovaného
systému pomocou harmonického potencialu. Pohyb sa realizuje v smere reakcnej
koordinaty &€ a to bud v settingu konstantnej hodnoty aplikovanej sily f(¢) = f,
alebo konstantnej rychlosti pohybu v(t) = v. Zéaroven, ¢ast skiimaného systému
fixujeme, ¢im zabranime rovnomernému rozpohybovaniu sa celej simula¢nej bunky.
V nasom pripade budeme pouzivat simuldcie s konstantnou hodnotou rychlosti
v(t). Tento pristup, uvedeny na obrazku , je analogicky praci s mikroskopom
atomarnych sil (Atomic force microscope, alebo AFM) [40].
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Modrou farbou oznacujeme atém studovaného systému, cervena farba odpo-
vedd virtualnemu atému.

r—A—\
---------------- M—-)
V2
Vi

Obr. 2.2: Riadena molekuldrna
dynamika pre v(t) = v

Pracu W(A(t)), ktort pocas simuldcie v Case ¢ na tento systém vykonavame
urcujeme (vzhladom ku konstantnej rychlosti v(¢)) podla vztahu:

W) = | V) dt (2.34)

Ak rychlost virtudlneho atému v — 0, dostavame limy_,o W(A(t)) = AF, teda
dostavame vratnu kvazistaciondrnu simulaciu.

2.2.1 Stiff spring aproximacia

Je dolezité si uvedomit, ze praca, ktori vykona virtudlny atém nemusi nutne
odpovedat potencidlu strednej sily ®(&€) harmonicky pripojenej Casti pévodného
systému. Dovodom je, ze dany atom moze, v dosledku posobenia ostatnych atémov
v systéme, za virtudlnym atémom zaostavat.

V tejto podkapitole sa budeme struéne zaoberat vztahom medzi ®(§) a zis-
kanym priebehom volnej energie pre upraveny systém F(A) (respektive AF =
F(Xf) — F(X;), kde Ay a A; st findlna a pociatoénd hodnota parametra X).

A to v pripade, ak na pévodny N-cCasticovy systém popisany hamiltonidanom
H(N, p) = H(ry,...,r§,P1,-..,PN) POsobime externym harmonickym potencidlom
h(r™, X), charakterizovanym riadiacim parametrom A\, korelovanym s koordinatou
€. Vdaka tomu dostdvame novy systém popisany hamiltonidnom H(r™,p™, A) =
H(E™, pY) +h(x™, A) [9].
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Stavy povodného systému mozeme popisat pomocou kanonického rozdelenia
p(B,H(rN,p")) charakterizovaného cez H(r"™,p") a teplotu T (respektive, in-
verznu teplotu 8 = 1/kyT"). Pre toto rozdelenie plati vztah:

pBHEY, p)) = e ) (2.35)
Zy,

Kde Z;, je kanonicka particna suma.

Ako sme uviedli vyssie, potencidl strednej sily ®(&), je definovany len ako fun-
kcia reakénej koordinaty. To znamenad, ze v bode &' ho mdZzeme vyjadrit pomocou
p(B,H (N, pY)), ako stredniit hodnotu cez vietky dostupné stavy systému s restrik-
ciou na hodnotu reakénej koordindty &(ry,....rx) = &' Integriciou p(S8,H(x", pV))
v kontexte danej restrikcie a tipravou vysledného vztahu dostavame [§]:

() = —; In [ / S(E(xN) — &) PHENPY) gpN de] (2.36)

Veli¢iny r"V a p” uvazujeme pre jednoduchost bezrozmerné.
Volnti energiu F(X) pozmeneného systému H(r™, p¥', A) mézeme vyjadrit po-
mocou vztahu pre partiénd funkciu kanonického rozdelenia (2.35)), kde Z; vyjad-

rime v integralnom tvare [§]:

W = [exp (~BHE pY) - JIEEN) = XK [66™) — A} dr” dp”
(2.37)

Kde sme rozpisali tvar harmonického potencidlu h(r™, X). Matica K predsta-
vuje diagonalnu maticu diag(k;), kde k; st konstanty tuhosti prislichajice i-tej
zlozke reakénej koordinaty & a parametra A. Pre jednoduchost predpokladame, ze
K m4 rozmer energie a &, A, v’V a p” st vyjadrené bezrozmerne. Z tohto vztahu
vidime, Ze z4visi prave od matice K, ako velmi bude hodnota &(r") zodpovedat
kontrolnému parametru .

V réamci zachovania strucnosti tejto kapitoly uvedme, ze za predpokladu, ze
elementy matice K budu dostatocne velké, plati vztah A® ~ AF, kde A® =
®(As) — ®(N;). Co predstavuje takzvant Stiff-spring aproximéciu. Korekéné ¢leny
prvého radu st vo velkosti O(1/k;), kde {k;}!_; predstavuji elementy matice K
[8,9]. V pripade zdujmu uvddzame podrobné odvodenie v prilohe (B.I]).

Takze vidime, ze pre dostatoc¢ne silni vizbu K medzi vektorom reakcénej ko-
ordinaty £ a externym riadiacim parametrom A mézeme vyvoj volnej energie AF
stotoznit s vyvojom potencialu strednej sily A®. Na druhej strane, hodnota tohto
parametra nemoze byt prilis vysoka, pretoze v pripade SMD simulécii s konstant-
nou rychlostou v dochadza so zvysovanim hodnoty k ku zvysSovaniu fluktudacii
externej sily podsobiacej na systém. Tieto fluktudcie st imerné faktoru \/k/iﬁ [60].
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Niektoré z pouzitych hodnét k (v pripade simuldcii so skalarnou reakénou ko-
ordinatou &(r")) uvddzame v tabulke (2.1)

Tabulka 2.1: Priklady pouzitych hodndt parametra &

k [keal/mol/A%) || k [keal/mol/A’]
1.0 [ 50.0 [0]
5.0 [10] 400.0 [12]
7.0 [I1] 500.0 [10] [6]
7.2 [7H9, (1T, 40] 503.8 [8]
20.0 [6] 800.0 [61]

V redlnych experimentoch st hodnoty tuhosti k£ pouzitého zariadenia Stan-
dardne o niekolko radov nizsie (~ 1 pN A_l). 7 toho doévodu maju vysledky ziskané
zo simuldcif vyssie priestorové rozlisenie (avsak, na tkor ¢asového okna) [40].

2.3 Metdédy vypoctu volnej energie

Ako sme uz spomenuli, vypocet priebehu volnej energie pomocou rovnovaznych
SMD simuléacii nie je Standardne mozné z technickych pric¢in realizovat. Z toho
dovodu volime opac¢ny pristup, kedy robime velké mnozstvo kratkych, nevratnych
simulacii. Skratenie simula¢ného ¢asu sa musi nutne prejavit v posune distribicie
hodndt vykonanej prace P(W) dalej od rovnovaznej hodnoty volnej energie F.,qe
(smerom k vyssim hodnotdm v désledku disipacie). Priklad takého vyvoja pre rdzne
hodnoty simula¢ného ¢asu 7 mozeme vidiet na grafe (2.3). Mozeme si vSimnit, ze
pre velmi kratke simulacné ¢asy sa len zanedbatelné percento ziskanych trajektorii
blizi rovnovaznemu vyvoju.

7 opacného pohladu z tohto grafu taktiez vyplyva, ze pre rychlost virtualneho
atomu v — 0, budeme pozorovat prechod P(W) — 6(W — AF) (v dosledku
priblizovania sa ku rovnovaznemu priebehu).

Na ziskané vysledky néasledne aplikujeme fluktuacéné teorémy (alebo ich do-
sledky), ktoré spajaji nerovnovazne termodynamické procesy s vratnym rovnovaz-
nym vyvojom Studovaného systému. Prave pomocou tychto teorémov sme schopni
zrekonstruovat pozadovany rovnovazny vyvoj. V tejto kapitole sa budeme zaoberat
Crooksovym fluktuaénym teorémom a metédami urcenia priebehu volnej energie
AF(X), ktoré z neho vyplyvaju (aj ked ho historicky niekedy predchéadzali).
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Obr. 2.3: Charakter P(W) voci réznym
hodnotam 7

2.3.1 Jarzynského identita a jej kumulanty

Vyznamnym néstrojom pre ziskanie rovnovaznej informécie o priebehu vol-
nej energie z nerovnovaznych simulacii je takzvana Jarzynského identita. T& bola
odvodena Jarzynskim este v 90. rokoch minulého storocia. Jej tvar uvadzame v
nasledujicom vztahu [62] 63]:

(e PV)p = / Pe(W)e=W qW = ¢ BAF (2.38)

Odvodenie rovnice ([2.38]) je uvedené v nasledujicej kapitole (2.3.2)) spojenej s
Crooksovym fluktuacnym teorémom (ktory je voéi nej historicky mladsi).

Plati, ze vztah je nezavisly na rychlosti studovaného procesu. Avsak, v
pripade vyssich rychlosti je na ziskanie relevantného vysledku nutné robit obsiah-
lejsie vzorkovanie, pretoze ziskané hodnoty W budu kvoli disipacii vychylené k
W > AF. To znamen4, ze nezavislost je len asymptotickd a plati v limite neko-
necného poétu akumulovanych trajektérii [63] [64].

Pokial by sme uvazovali, ze pre rychlost procesu v plati v — oo, tak precha-
dzame k takzvanej metéde perturbécie volnej energie (Free energy perturbation
method, resp. FEP), kedy skokovo prechddzame z pociatoéného stavu do findlneho
stavu systému [65].

7 hladiska praktickej aplikéacie tejto rovnice sme pracovali so vztahom:

1 n
AF =~ Ff = —kTIn <n > e_ﬂwi> (2.39)
i=1

exp ~

Kde &y je Boltzmannova konstanta, n oznacuje pocet stredovanych trajektérii
a W; zodpoveda i-tej hodnote ziskanej prace z doprednych simuldcii.
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Teraz sa hlbsie pozrime na vlastnosti rovnice (2.38)). Najprv na nu aplikujme
Jensenovu nerovnost, tym dostavame vztah [9]:

W)y > —; In () = AF (2.40)

Vyssie uvedend rovnica predstavuje druhy zadkon termodynamiky. Ten hovori,
ze vykonana praca musi byt vacsia alebo rovnd ako hodnota volnej energie AF.
Rovnost dostavame len, ked budi vsetky prispevky rovnaké (vratny proces).

Vidime, zZe tento zakon plati len pre strednii hodnotu vykonanej prace. To zna-
mena, ze v niektorych pripadoch moéze nastat YW < AF. Prave na tychto vyvojoch,
je Jarzynského identita velmi zavisla, kedze v pripade rychlych nerovnovaznych si-
mulacii maji najvacsi prispevok do exponencialneho stredovania. Z toho dovodu
sme nuteni ziskat velmi dobry popis distribicie doprednych simulacii Pr(W) za-
hifnajici aj prispevky s W < AF. To je ale standardne velmi narocné, kedze
pravdepodobnost vzorkovania prac mensich ako AF klesd exponencidlne [9, [66].

Kvoli problémom exponencialneho priemerovania, ktoré je praktické len v pri-
pade, zZe velic¢ina fo nie je prilis velka (kde of je rozptyl hodndt prace W ziska-
nych z doprednych simulécif), sa vyvinul pristup, kedy Jarzynského identitu
aproximujeme ¢lenmi kumulantového rozvoja {k,}>% ;. Konkrétne mozeme pisat
[9, [64]:

n!

AF =3 (—gytfe (2.41)

V pripade, Ze sa obmedzime len na prvy ¢len tohto rozvoja, dostavame klasicky
aritmeticky priemer, ktory ako sme ukazali v rovnici aproximuje hodnotu
volnej energie AF' zhora. V kapitole budeme vysledné aproximacie AF' ziskané
pomocou aritmetického priemeru oznac¢ovat pomocou Fj (pre tcely tejto kapitoly
este pripadne s hornym indexom F', respektive R).

Pokial budeme uvazovat aj prispevok druhého kumulantu, tak dostdvame [67]:

(Ve — W) = e — Do (242)

Kde pp odpoveda strednej hodnote vykonanych prac W (doprednych simu-
lacii). Tato rovnica predchidzala Jarzynského identitu a bola navrhnutéd v roku
1991 Hermansom [68]. Ak je rychlost simuldcii dostatocne pomald, respektive plati,
ze je dostatocne dobre splnend stiff-spring aproximécia je rozvoj presnym
vyjadrenim AF. V tom pripade, je distribucia ziskanych prac gaussovska, c¢o ale
znamend, ze vSetky vyssie kumulanty buda nulové. V opac¢nom pripade mame
nekoneéné mnozstvo nenulovych prispevkov [69].

AF =~ <W>F—
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V pripade vztahu bolo ukazané, ze je efektivnou aproximaciou rovnice
a ze pre limitovany pocet trajektorii dava casto lepsie vysledky ako Jarzyn-
ského rovnica. To moézeme vidiet na obrazku , kde pre rychle nerovnovazne
simuldcie ziskavame najlepsiu aproximaciu hodnoty volnej energie (oznacenej po-
mocou Fze¢) rozvojom do druhého kumulantu (oznac¢eného pomocou FY ).

400 — o ‘
B F"};P Fy Bl = 200ps

300"
B
ﬁ 200 E"‘{r!‘f
=
Q
O
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Obr. 2.4: Porovnanie Jarzynského identity a
jej kumulantov

Explicitny tvar vztahu (2.42|) pouzivaného pri vyhodnocovani vysledkov vyjad-
ruje rovnica:

AF ~ Ff = ZW Qan

2
ZWQ—f (ZW) ] (2.43)
=1 n

Uvazovanie vyssSich kumulantov standardne nevedie k dalsiemu zlepseniu, pre-
toze tieto prispevky disponuju vyssimi mocninami vykonanej prace W a vedu k
vyraznym fluktudcidm aproximéicie AF a k vyssej étatistickej neistote [, [70].

Analogickym spdsobom, ako uvadzame v kapitole (2 mozeme odvodit Jar-
zynského identitu pre Pr(—W), teda v pripade reahzame spatnych simulacii. Tvar
tejto rovnice moézeme vyjadrit pomocou vztahu [67]:

(W) = / Pr(—W)e? AW = #AF (2.44)

Ako vidime, jedinym rozdielom oproti rovnici je zmena znamienok v
exponentoch vysledného vztahu. Je ale nutné upozornit, ze praca W, ktord v tejto
rovnici vystupuje odpoveda doprednym simuldciam. Pokial by sme chceli prejst k
hodnotam prace VW vykonanej pocas reverznych simulécii obratenych v case, tak
by sme museli zmenit znamienko prace W — —W.

32



Avsak, v nasom pripade tato zmena nie je nutna. Dovodom je, Ze eSte pred
vyhodnocovanim ziskanych trajektorii sme ich pre lepsiu porovnatelnost s dopred-
nymi simulaciami posunuli tak, aby nulova hladina vykonanej prace v reverznej
simuldcii odpovedala nulovej hladine v doprednej simulacii. Teda sme cely prie-
beh W posunuli o finadlnu hodnotu vykonanej préce. Tento posun vedie k zmene
znamienok jednotlivych ¢iastkovych prac 6V a teda k transformacii celkového cha-
rakteru vykonanej prace. To znamena, ze po uvedenej transformacii bude ziskany
priebeh efektivne odpovedat priebehu doprednej simulacie, vdaka ¢omu mdzeme
pracovat so vztahom ([2.44]).

Z hladiska praktickej aplikacie rovnice dostavame vztah:

erp

1 n
AFzFR_kJm<nZJW) (2.45)
=1

Pokial na rovnicu ([2.44)) aplikujeme Jensenovu nerovnost tak, ako sme to urobili
v pripade (2.40)), tak dostdvame vztah:

W)r < ;ln (Vg = AF (2.46)

Ked rovnicu ([2.46) spojime so vztahom (2.40), tak dostdvame obmedzenie na
hodnotu volnej energie AF pomocou vysledkov doprednych a spatnych simulacii,
konkrétne [71]:

W)r < AF < (W) (2.47)

Ako vidime pomocou kombinacie vysledkov doprednych a spéatnych simulécii
mozeme dostat obojstranny odhad hodnoty AF' a teda isté zlepSenie jej aproxima-
cii (¢o budeme uplatnovat v kontexte FR metddy a metédy prieniku histogramov
spominanej v kapitole a v kapitole ) Okrem toho nam tento vztah
vypoveda aj o tom, ze v pripade doprednych simuléacii mozeme oc¢akavat hodnoty
prace, ktoré budu priemerne nadhodnocovat hodnotu AF a v pripade spatnych
simulécii ju zase budi podhodnocovat.

Tento jav uvadzame na obrazku . Ako vidime, vacsina pravdepodobnost-
nej distribicie pre spéatné simuldcie Pr(—W) sa nachddza pod presnou hodnotou
Firact- Naopak, pri doprednych simuldcidch charakterizovanych Pp(W) pozoru-
jeme, ze len malé percento vykonanych prac na chvoste histogramu podhodnocuje
presni hodnotu volnej energie.

Tvar Jarzynského rovnice v pripade spéatnych simulacii samozrejme vedie
aj na zmenu tvaru aproximacie pomocou druhych kumulantov. Konkrétne sa tento
vztah transformuje na [67]:

AF ~ Whg+ 5 (W)n — W)3) = n+ o (2.48)
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Kde pur odpovedd strednej hodnote ziskanych prac zo spatnych simulécii (po
vyssie uvedenej transformécii) a og zase ich rozptylu. Pokial tento vztah prepiseme
do prakticky aplikovatelného tvaru tak dostavame:

AF ~ Fff = ZW +2ka
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Obr. 2.5: Znézornenie distribicii Pp/p(EW)

2.3.2 Crooksov fluktuacny teorém

Ako sme spomenuli vysSie, na ziskanie informéacie o rovnovaznom priebehu
volnej energie z nerovnovaznych simuldcii potrebujeme na obdrzané vysledky ap-
likovat fluktuacné teorémy alebo ich dosledky. Jednym z fluktuacénych teorémov je
takzvany Crooksov fluktuaény teorém, ktory mozeme pisat v tvare [71]:

73F(Vv) _ eﬂ(W—AF)
Pr(=W)

Tento teorém je vyznamny v tom, ze spaja distribiciu prac W nerovnovaznych
trajektorii s hodnotou volnej energie AF'. Pristupy, ktoré diskutujeme v kapitolach
(2.3.1)), (2.3.3)) a (2.3.4) st jednoduchymi désledkami vyssie uvedenej rovnice.

Vo zvysku tejto kapitoly sa pozrieme na odvodenie tohto teorému, na niektoré
z jeho vlastnosti a na dosledky z neho vyplyvajice.

Predpokladajme, Ze mame systém s konetnym poctom stavov x € {1,...N'},
popisany hamiltonianom H(z,A(t)) = H(rY,pY, A(t)). Parameter A(t) kontro-
luje vivoj externého potencialu (napriklad, harmonicky potencial v SMD). Da-
lej predpokladajme kontakt systému s tepelnym rezervoarom o teplote T'. Uva-

(2.50)
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zujme, ze procesy prebiehajice v tomto systéme mdzeme popisat diskrétnou Mar-
kovovskou dynamikou. Teda, diskrétnou ¢asovou skalou t € {0,1,...,7} so stavmi
x(0), z(1),..., x(7). Nésledne nas systém budeme vyvijat a konaf nan externt
pracu. Kazdy krok tohto vyvoja sa skladd z dvoch casti, prva z nich je stochas-
ticky prechod systému zo stavu x(t) do stavu x(t + 1) sprevddzany vymenou tepla

0Quwyz(t+1) 0 velkosti 0 Qupywi1) = H(x(t + 1),A(t)) — H(x(t),A(t)) [72].

Druhou casfou je vykonanie prace dWhxua+1), zmenou X(t) — A(t + 1) o
velkosti OWxpa+1) = H(z(t+1)A(t+1)) —H(z(t+1),A(t)). Takymto sposobom
pokracujeme az do koncového stavu {z(7), A(7)} [72].

Teraz zadefinujme takzvani maticu prechodu M(t). Pre prechod medzi stavmi
x(t) = x(t + 1) plati, ze element M (%) (t)z(t+1) odpoveda pravdepodobnosti reali-
zacie daného procesu. To znamend, ze pravdepodobnost prechodu medzi stavom

x(t) a x(t + 1) mozeme vyjadrit pomocou vztahu [72]:

Pla(t) = x(t + 1) = M()awaer1)T (o) (2.51)
Kde 7(t) () odpoveda pravdepodobnosti, Ze sa systém v case ¢ nachddza v stave
x(t). Na zdklade toho dostavame jej dalsiu vlastnost, ktora hovori, ze vsetky prvky
M(t) musia byt nezdporné. Okrem toho musi platit, ze v ¢asovom kroku ¢ déjde k
nejakej zmene systému, teda dojde k prechodu do nejakého stavu v ¢ase t + 1 (aj
ked by mal byt len ten isty). To ale znamend, ze musi platit, Ze sticet elementov v
stIpcoch M(t) je rovny 1 (vzhladom na normaliziciu pravdepodobnosti) [41].
Zaroven plati, Ze prechodova matica M (t)y)w+1) Procesu z(t) — x(t + 1)
nezavisi na historii systému. Nakoniec predpokladajme, Ze energia systému je v
kazdom kroku konecné a M(t) zachovava kanonické rozdelenie (popisané rovnicou
a ) To znamena, ze predpokladame platnost podmienky detailnej
rovnovahy [411 [66]:

7(t) = m(t) - M(t) (2.52)
Kde 7(t) je vektor pravdepodobnosti 7(t)u) = p(B,H(xz(t),\(t))) stavov kano-
nického rozdelenia v ¢ase t (charakterizovanom rovnicou ([2.35))), pricom parti¢ni

sumu vyssie uvedeného vzfahu mozeme vyjadrit v tvare:

Z, = e PFBA®) (2.53)

Kde F(B8,A(t)) odpoveda volnej energii systému. Podmienka efektivne
znamena, ze ak je systém v rovnovahe, tak dany stochasticky proces tito rovnovahu
zachovava.

Za predpokladu, ze v kazdom kroku je systém v novom rovnovaznom stave
plati, Ze obratenie ¢asu (urobenie spitnej simuldcie) nemeni pravdepodobnost pre-
chodu medzi uvazovanymi stavmi. To znamena, ze pre matice prechodu musi platit
vztah [72]:
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M (@) z@+1)2mT a1y = M) a@a@r1) ™)) (2.54)

Kde M (t)w(t+1)2(r) 0znacuje maticu prechodu spéatného procesu zo stavu x(t+1)

do stavu z(t) (tento vztah zodpovedd podmienke mikroskopickej reverzibility).

Na zaklade vyssie uvedenych vztahov dostavame, Ze podiel pravdepodobnosti P
procesov z(0) — ... = z(7) a z(7) — ... = x(0) splna vztah:

Plx
Plx

= a(r)] _ m(0)a) Tr MBawoery _ (0 1 7o)
= 2(0)] m(T)ar) 2o M(t):v(t+1)x(t) T(T)er) i=o T(E)ao
(2.55)
Prvé rovnost vyplyva z definicie pravdepodobnosti prechodu medzi stavom x(t)
a z(t+ 1) na zdklade vztahu (2.51)). Druht rovnost dostaneme aplikovanim vztahu
. Teraz vyuzijeme vztah a ze T(t)a() je len Gspornejsi zapis pre kano-

nické rozdelenie, vdaka comu dostavame:

ae
L

T(0)a(0) _ —BIP(BAT)~F(BAO) ~Hla(r)r)+(2(0).0)]

€ .
71'(7‘)1,(7-)

[y

T—

T(Oarn) _ o810 [HE(H) M) ~HEOAD)] _ =BY 12 6QWamaii) — o—BAQ
izo T(Da)

(2.57)

Kde AF a AFE odpovedaji zmene volnej energie a vnutornej energie systému pri
procese {z(0),A(0)} — {x(7),A(7)}. Veli¢ina AQ zodpovedd mnozstvu predaného
tepla medzi rezervoarom a systémom pocas tohto procesu. Ked spojime vztahy

(2.56) a (2.57) a dosadime ich do (2.55)), tak dostavame [71]:

Plz(0) = ... = x(7)] _ —B(AF—AE+AQ)
Plz(r) = ... = z(0)]

Kde W je praca vykonana pocas procesu {x(0),A(0)} — {z(7),A(7)}.

Tento vztah spaja pravdepodobnost realizacie dopredného a identického spét-
ného procesu, pricom pravdepodobnosti st skalované faktorom zavisiacim len na
hodnote vykonanej prace W (AF je pre pevné {z(0),A(0)} a {z(7),A(7)} kon-
stantné). To znamend, ze dané skdlovanie mézeme uplatnit nie len na jednotlivé
trajektorie, ale na celkovii pravdepodobnostni distribiciu vykonanych prac. Na
zéklade tejto ivahy dostavame takzvany Crooksov fluktuacny teorém [71]:

= ¢ PAFW) (2.58)

Pr(W) _ —AF
e _ POV-aF) (2.59)
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Kde Pr(W) a Pr(—W) odpovedaju pravdepodobnostnym distribicidm prac
doprednych a spéatnych simulacii.

Rovnica v sebe spaja oba hysterézne efekty pritomné v SMD experi-
mentoch (spomenuté v kapitole ) V pripade, zZe robime dopredné simulacie
(napriklad rozbalovanie proteinu), budeme s vysSou pravdepodobnostou ziskavat
hodnoty vykonanej prace W vyssie ako AF. Dovodom je, ze pre W > AF je ¢len
na pravej strane vacsi ako 1 a teda plati, Zze tato hodnota W sa bude s vyssou
pravdepodobnostou nachddzat v distribucii Pr(W). Ak budeme naopak robit re-
verznu simulaciu, tak v tomto pripade bude absolitna hodnota vykonanej préace
vo vacsine pripadov mensia ako AF. Analogickou argumentaciou zase vidime, ze
pre W < AF je exponencialny faktor mensi ako 1 a teda bude s vyssou pravdepo-
dobnostou této hodnota prace prislichat k distribtcii Pr(—W) [12, [73].

Zéaroven vidime, ze v pripade rovnakého simula¢ného protokolu pre dopredné a
spatné simulacie je pomer distribicii vykonanych prac nezavisly na tomto protokole
a zavisi len na hodnote vykonanej prace VW a volnej energie AF. To ale znamen4,
ze tento podiel je pre dostatoéne kvalitné vzorkovanie nezavisly na rychlosti SMD
simulécie [73].

Dosledkom tohto vztahu je okrem metdéd uvadzanych v kapitolach a
aj Jarzynského identita uvedena v kapitole . Thato rovnicu moézeme
odvodif z rovnice upravou na tvar [71]:

PrW)e PV = Pr(—W)e P2 (2.60)

Vidime, Ze ¢len na pravej strane zodpoveda distribucii Pr(—W) nasobenej kon-
Stantou. Avsak, pravdepodobnostné distribticie Pp/r(£WV) st z definicie normo-
vané na jednotku. To znamend, Ze pokial rovnicu integrujeme voci premennej
W, tak dostdvame ziadani identitu [8, [64]:

(e p = / Pr(W)e ™V dW = e PAF (2.61)

2.3.3 Metoda prieniku histogramov

V tejto Casti sa blizsie pozrieme na spravanie Crooksovho fluktuac¢ného teorému
popisaného rovnicou (2.59)). Konkrétne si mézeme vsimnut, ze pokial existuje praca
Winter, pre ktort plati Pr(Winter) = Pr(—Winter), tak dostavame [73]:

1 = Winter=AF) — AF = Wie, (2.62)

Takze vidime, ze ak najdeme bod prieniku distribucii prac pre dopredny a
reverzny proces, tak tento priesecnik odpoveda hodnote volnej energie AF. Na
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to, aby sme mohli efektivne pracovaf so ziskanymi distribiiciami a aby sme mi-
nimalizovali problémy spojené s nedostatoénym vzorkovanim, sme ziskané data
aproximovali gaussovymi funkciami {up,or} a {ug,or} vyjadrenymi rovnicou:

exp {— (W = uryn)” } (2.63)

2‘7%/1?.

1
Pr/r(EW) s

Vdaka tomu sme schopni ziskat vysledky aj v pripade ultra-rychlych simulécii,
kedy dochddza len k minimalnemu (alebo k Ziadnemu) prelinaniu sa ziskanych
distribtcii. Aproximéacia Pp(W) a Pr(—W) pomocou gaussovych funkcii je za
predpokladu nerovnovaznych SMD simulacii popisanych Langevinou dynamikou
a za platnosti Stiff-spring aproximacie (diskutovanej v kapitole ) korektna.
Respektive, pokial sa uplatnuju viaceré mechanizmy prechodu z pociatoénej do
finalnej konfiguracie, tak méze dojst ku kombinacii gaussovych distribicii, pricom
kazda z nich podlieha Crooksovmu teorému [9, 12].

Za predpokladu platnosti vztahu Pr(Winter) = Pr(—Winter) a roOvnice
dostavame kvadratickd rovnicu pre hodnotu volnej energie A Fly;s, ktorej rieSenie
mozeme pisat v tvare:

A-FHz'st -

(2.64)

1 1
ok R

Urcenie fyzikalne korektného rieSenia vychadzalo z toho, ze chceme urc¢it hod-
notu prieniku gaussovskych aproximacii, ktora sa bude nachadzat medzi pup a pug.
Druhé riesenie bolo standardne mimo tohto intervalu.

Vyhoda uvedeného pristupu spociva v tom, zZe je len velmi malo citlivy na
vychylené pozorovania a teda sa nevyznacuje velkou statistickou neistotou. Jeden
z jeho vysledkov mdzeme vidiet na grafe . V tomto pripade pozorujeme dobru
zhodu aplikovanej met6dy (oznacenej ako Fis.) s presnym vyvojom Fpqe.

V niektorych pripadoch nebola kvalita ziskanych histogramov dostato¢na a do-
chadzalo k ich vyraznému prekryvu. Kvoli tomu bolo riesenie kvadratickej rovnice
nejednoznacné a vyrazne sa odchylovalo od ocakdvanych hodnét (niekedy aj o dva
alebo tri rady). Prvou korekciou bolo nahradit dané body vysledkami FR metédy
(vzhladom na podobnost spominanych pristupov).

Této metdda sa osvedéila v pripade oligopeptidu (Ala)io a v pripade oboch
typov Studovanych ionovych kanalov. Ziskané riesenie vykazovalo porovnatelni
kvalitu v celom svojom rozsahu a nenachddzali sa v nom (az na par vynimiek)
ziadne nespojitosti. Tieto vynimky vychadzali priamo zo zlého odhadu strednej
hodnoty ziskanych distribucii a teda nesli odstranit.
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Obr. 2.6: Aplikacia metédy prieniku
histogramov

Avsak, v kontexte Asa receptoru, ked metdéda prieniku histogramov vykazo-
vala vyssie odchylky od FR metédy, tento pristup viedol k zlomom v ziskanych
zavislostiach, ktoré znizovali kvalitu aproximacie a nemali ziadne fyzikalne opod-
statnenie. Prvou variantou, ako odstranit tieto nespojitosti bolo vysledné trajekto-
rie bez ziadnych dodatoc¢nych tuprav zhladit pomocou Savitzkého—Golayovho filtra,
ktory bol schopny efektivne zjemnit pritomné skoky a zaroven vyraznym sposobom
neovplyvnil celkovy priebeh danych zavislosti. Tento pristup ale viedol v oblasti
pozorovanych skokov k zvineniam, ktoré by sa tam za normalnych okolnosti nemali
vyskytovat.

Z toho ddévodu sme oblasti znizenej kvality histogramov interpolovali linear-
nou zavislostou. Kedze sirka danych oblasti dosahovala len par stotin celkovej
zmeny reakénej koordindty, nedochadza pomocou tejto aproximacie k naruseniu
celkového priebehu a na uvadzanych krivkach sa v podstate neprejavuje. Nasledne
sme pre odstranenie zlomov medzi linearnou interpolaciou a standardne ziskanymi
oblastami na dany vysledok aplikovali dodato¢né zhladenie pomocou vyssie spo-
minaného filtra. Tak ako vyssie, ani v tomto pripade po zhladeni nedochadzalo k
zdsadnej zmene danych charakteristik.

Vyssie uvadzany pristup vychadzajici z rovnice pracuje len s lokalnym
charakterom danych distribtcii, pricom je mozné ho rozsirit aj na ich globalnu
charakteristiku. V tomto pripade sa budeme zameriavat na celkovy priebeh Pg (W)

a Pr(—W), pri¢om rovnicu (2.59)) prepiseme do tvaru:

B 1 Pr(W)
W—AF+BIEXWW (2.65)

To znamend, ze na zaklade ziskanych histogramov nafitujeme zavislost (2.65)).
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Hodnota volnej energie AF studovaného procesu bude urcend, ako absolitny clen
ziskanej linedrnej zavislosti.

7, experimentalneho hladiska sa musime obmedzit len na oblast, kedy dochadza
k prekryvu danych histogramov. Experimentalne potvrdenie Crooksovho fluktu-
acného teorému na systéme RNA vldsenky P5ab mézeme najst v praci [73], kedy
bol vyuzity globalny pristup pomocou rovnice .

V nasej praci sme s rovnicou ([2.65)) zasadnejsim spdsobom nepracovali, pre-
toze by v pripade ultra-rychlych simulédcii vyzadovala na ziskanie kvalitnejsich
vysledkov (v porovnani s rovnicou ) fitovanie ziskanych histogramov pomo-
cou adaptivnejsich distribuénych funkcii. Napriklad pomocou jadrového odhadu s
kernelom reprezentovanym gaussovskou distribiciou.

Avsak, tento pristup sa nam zatial neosvedcil, pretoze na ziskanie rozumnych
aproximacii priebehu volnej energie vyzadoval vhodnu volbu sirky jadra. Zaroven
bolo nutné vhodne zvolit Sirku fitovanej oblasti, o sa tiez ukazalo ako netrividlny
problém.

2.3.4 FR metoda

Stratégia FR metddy je zaloZend na tom, Ze distribucie Pr(W) a Pr(—W)
aproximujeme gaussovymi distribuciami {up,opr} a {pg, or}, avsak oproti pred-
chadzajucej kapitole pre ne este plati podmienka or = or = 0. Teda mame iden-
tické distribtcie, ktoré st voci sebe len posunuté a mézeme ich vyjadrif pomocou
vztahu [6, [66]:

Pr/r(EW) =

exp {— (EW = prym)” } (2.66)

2mo 202

Ked vztah (2.66]) dosadime do Crooksovho teorému ([2.59)), tak po uprave do-

stavame rovnicu:

2

1
552 WV = pr)® = W+ ur)’l = B(AF = W) (2.67)
Zdruzenim ¢lenov podla faktoru W dostavame, vztahy pre hodnotu rozptylu

o2 a pre hodnotu volnej energie AF' [6], 66]:

AF = HP = PR nguFJruR:ng (2.68)

2 g g
ir a g vyjadruju stredni hodnotu vykonanej prace pocas doprednych a spat-
nych simuldcii. Takze, aplikdciou transformécie prac spatnych simulécii (uvedene;
v kapitole ) moézeme volni energiu AF vyjadrif ¢isto pomocou priemeru
strednych hodnét pp a pup (ddjde k zmene znamienka pri pg). Dalej vidime, Ze
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hodnota rozptylu o2 je priamo timern4 teplote (vysSia teplota bude zviacsovat am-
plitidu ndhodnych fluktudcii castic v systéme) a zaroven je imernd velkosti stred-
nej hodnoty disipovanej prace (prace konanej navyse oproti AF'). Dévodom je, ze
pr/r mOzeme vyjadrit pomocou vztahu ppr = Wap/r £ AF [6, 66]. Pri¢itanim a
vzdjomnym odcitanim vyjadreni pre pp/r a pouzitim vztahov uvedenych v rovnici
dostavame rovnost Wyr = War = Wy, z ¢oho vyplyva druhy ¢len vztahu
pre o2 v rovnici .

Pristup aplikovany FR metodou je vzhladom na vyssie uvedeny predpoklad
op = op Specidlnym pripadom metddy prieniku histogramov, ktora apriori nekla-
die poziadavky na vztah medzi Pr(W) a Pr(—W).

Oproti metéde prieniku histogramov je ale jej vyhoda v tom, Ze za predpokladu
or = og nepotrebujeme urcit celt pravdepodobnostnu distribiciu. Staci len ziskat
dostatocne vela trajektorii na to, aby sme vedeli s prijatelnou presnostou popisat
strednt hodnotu tohto rozdelenia [66].

Porovnanie danych metéd uvadzame v grafe . Vidime, ze ak neplati op =
or (v tomto pripade or/or = 2.0), je oproti F, vysledok FR metédy Frr
vychyleny (v tomto pripade ~ 10.8%). Na druhej strane, vysledok met6dy prieniku
histogramov Fly;s. je ovela presnejsi s vychylenim =~ 3.6%.

0-15 PF(W) 1 Fer| || Fais,
— Pr(—W)
— 0.1
g Fea:act
% 0.05
.
0

-10 0 10 20 30 40
Wfi'nu.l [kcal/mol]

Obr. 2.7: Porovnanie FR metédy a metédy
prieniku histogramov

2.3.5 Delenie simulacii na intervaly

Dal$fm pristupom na uréenie priebehu volnej energie AF, ktory nepredstavuje
novi metédu, ale je sposobom ako zlepsit ziskané vysledky je delenie simulacii
na intervaly. Priklad jeho vyuzitia moézeme vidiet v grafe . Prvym krokom
je urobenie jednej rychlej nerovnovaznej simuldcie, z ktorej extrahujeme konfi-
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guracie vo vopred definovanej mnozine medzikrokov. Tieto konfiguracie nasledne
ekvilibrujeme, pricom pocas ekvilibracie udrzujeme konstantnii hodnotu reakénej
koordinaty &. Po ekvilibracii ziskame mnozinu ustalenych konfiguracii, z ktorych
mozeme vykonavat jednotlivé ¢iastkové simulacie. Vysledky z tychto simulacii na-
sledne spajame a rekonstruujeme priebeh krivky volnej energie pre celkovy vyvoj
studovaného procesu.

Vyhodou tohto pristupu je jeho zjavna paralelizovatelnost. Najprv sice musime
vykonat jednu pociatoént simuldciu (jej naroky su standardne zanedbatelné), ale
potom moézeme dany vypocet paralelizovat minimalne takym mnozstvom proceso-
rov, ako je mnozstvo pouzitych intervalov.

Dalsia vyhoda sa ukazuje znova na obrazku , kedy vidime, Ze s progresom
simulacii na jednotlivych intervaloch sa vo velkom mmnozstve trajektorii vzdalu-
jeme od presného vyvoja aproximovaného krivkou “PMF”. Toto vzdalovanie sa
je spOsobené nerovnovaznostou vykonavanych simulédcii a je mozné ho potlacit
pomocou delenia celkovej trajektorie na intervaly, kedy v novom intervale znova
zaciname z rovnovaznej konfiguracie. Pomocou tohto pristupu zmensujeme pozoro-
vané odchylky, ktoré by sa priebehom simulacie akumulovali a zhorsovali by kvalitu
aproximécie AF'.
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=
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Obr. 2.8: Delenie simuldcii na intervaly [7]
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3.

Ciele prace

Hlavnym cielom tejto diplomovej prace je:

Ziskat pomocou nerovnovaznych SMD simulacii profil volnej energie pri fol-
dingu modelového systému (Ala);o vo vikuu. Vyhodnotit ziskané vysledky
pomocou Jarzynského identity a jej kumulantov, FR metédy a metody prie-
niku histogramov. Rozdelit simulacie na intervaly a znova aplikovat spomi-
nané metédy. Porovnat ziskané vysledky s literatirou.

Analogicky studovat folding solvatovaného (Ala)yg a porovnat ziskané vy-
sledky s literatirou.

Aplikovat metodiku (otestovani na (Ala)p) na komplex adenozinového As 4
GPC receptoru s kofeinom, ukotveného vo fragmente bunkovej membrany a
obklopeného vodnou obélkou. Ziskat profil viazbovej volnej energie ligandu.

Obdobne pomocou nerovnovaznych SMD simulacii studovat priechod iénu
modelovym membranovym kanalom Gramicidinom A. Vzhladom k rozpo-
ruplnym vysledkom v literature otestovat vplyv roznej kompozicie bunkovej
membrany, pritomnosti iénov soli KCl a Gprav koncovych aminokyselin mo-
nomérnych jednotiek Gramicidinu A na profil volnej energie tranzitu testo-
vacieho iénu K.

Aplikovat metodiku (otestovani na modelovom systéme Gramicidinu A) na
ionovy kanal TRPM2 v otvorenom a uzavretom stave. Urcit profil volnej
energie tranzitu testovacieho iénu Ca®*.

Diskutovat vyhody a limity réznych metéd aproximécie volnej energie.

Diskutovat dalsie moznosti vyuzitia pristupov uplatnenych pri rieSeni tejto
diplomovej prace.
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4. Technické detaily

Simulované systémy boli vytvorené pomocou softwarového balika VMD. V pri-
pade komplikovanejsich systémov (vodné obalka, fragment bunkovej membrany,...)
sme ich predpripravu uskutoctiovali v prostredi QwikMD [37]. Molekuly vody sme
popisovali modelom TIP3P. Pokial bolo nutné niektory zo systémov vlozit do frag-
mentu bunkovej membrany, tak sme Standardne pouzivali lipidy typu POPC. V
niektorych pripadoch sme pouzivali aj membranu s lipidmi typu POPE. Pokial
dojde k tejto zamene, tak na nu explicitne upozornime a déovody budeme diskuto-
vat. Strucéni charakterizaciu jednotlivych typov lipidov mézeme najst v kapitole
£9.

Vsetky nizsie prezentované vysledky boli ziskané pomocou simula¢ného prog-
ramového balika NAMD [51] v prostredi super-pocitacového strediska MetaCen-
trum. Velkost ¢asového kroku At bola volena, ako At = 2fs. Vzhladom na vel-
kost tohto kroku sme uvazovali tuhé vodikové vazby. Okrem simulacii vo vakuu,
boli na vsetky systémy aplikované periodické okrajové podmienky uvedené v kapi-
tole (2.1.1). Elektrostatické interakcie boli pocitané pomocou Particle mesh Ewald
method (PME), ktort sme diskutovali v kapitole ([2.1.5). Hodnota parametra 7.,
(popisaného v kapitole (2.1.2)) bola zvolena ako 7., = 12 A.

Najprv bola vzdy urobend minimalizdcia energie systému. Zihanie sme usku-
toc¢novali z teploty 60 K na teplotu 300 K, pricom zmena teploty o 1 K bola na-
sledovanda vyvinom systému po dobu 600 molekularne-dynamickych krokov za at-
mosférického tlaku (celkovo sme urobili 144000 MD krokov, respektive sme zihali
po dobu 288 ps). Nakoniec sme systém ekvilibrovali v kontexte standardnych la-
boratérnych podmienok (7'= 300K a p = 1 atm) a aj pocas nasledného produke-
ného vypoctu sme systémy udrziavali na Standardnej teplote a tlaku. Teplota bola
udrziavana pomocou Langevinovho termostatu. Tlak systému sme kontrolovali po-
mocou kombindcie Nose-Hooverovho barostatu a Langevinovej dynamiky (tak ako
sme spominali v kapitole [2.1.4)).

Ziskané data sme analyzovali s vyuzitim programového balika VMD a pomocou
vlastnych kédov napisanych v jazyku TCL (s ktorym je prostredie VMD kompati-
bilné) [74, [75]. Dalsie spracovanie a vytvaranie vyslednych grafov bolo uskuto¢nené
v programovacom prostredi jazyka Matlab, respektive pomocou programovacieho
jazyka Python [76] [77].
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5. Vysledky

5.1 Deca-alanin vo vakuu

Ako sme uz spomenuli v kapitole ), prvym z nami Studovanych systémov
bol oligopeptid (Ala)ip. V prvom pripade sme simulécie tohto modelového systému
s velkostou 104 atomov vykonévali vo vakuu.

Parametrizacia bola zabezpecena silovym polom CHARMM22. Pocas vSetkych
nizsie uvedenych simulécii sme uvazovali atém dusika na N-konci zafixovany, pri-
¢om jeho pozicia bola v pociatku sustavy sturadnic. Dusikovy atém C-konca bol
spojeny s virtudlnym atémom (pouzivanym pocas SMD simuldcie) pomocou har-
monického potencidlu s tuhostou k& o hodnote k = 7.2 kcal/mol/ A®. Osa a-helixu
sa prekryvala s osou z, pricom poloha dusikového atému C-konca mala stradnice
{0,0,13} A.

Kazda z nizsie uvadzanych simuléacii musela byt pocitand s vyuzitim aspon
dvoch procesorov. Toto obmedzenie vyplyvalo zo zistenia, ze v pripade kratkych
simulacnych ¢asov (20 ps, respektive 200 ps), za pouzitia jedného procesoru, pla-
novaci systém priradovania tloh MetaCentra priradi rovnakému stroju (v tom
istom case) dve alebo viac tloh. Avsak, kedZe seed generdtorov ndhodnych éisel
je aktudlnym casom daného stroja, v tychto pripadoch dochadzalo ku genero-
vaniu identickych sekvencii pseudonahodnych ¢isel. Vdaka tomu sme ale ziskali
identicku distribiciu hybnosti (pochadzajicej od Langevinovho termostatu), ¢o
sposobilo, identicky vyvoj danych systémov a zhorsenie vyslednej statistiky. Za
pouzitia dvoch a viac procesorov sa tieto komplikécie uz nevyskytovali (a to ani v
dalsich kapitolach).

5.1.1 Dopredné simulacie

NajpriamociarejsSou metdédou urcenia profilu volnej energie pre proces foldingu
(Ala)qp su takzvané dopredné simuldcie, kedy sa ale simuluje presne opaény proces,
to znamenda unfolding (Ala);o. Prechod deca-alaninu z pociatoného helikdlneho
do findlneho plne rozvinutého usporiadania moézeme vidiet na obrazku (5.1J).

Obr. 5.1: Helikdlna (vlavo) a rozvinutd (vpravo) konfigurdcia (Ala)ig
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Najprv sme urobili niekolko doprednych molekularne dynamickych simulécii
s narastajicou hodnotou simulacného ¢asu t (20 ps-200 ps-2ns-20ns-200ns) a s
postupne klesajicou rychlostou virtualneho atému. Pohyb tohto atému prebiehal
v smere osi z po drédhe 20 A.

Tento postup sme zopakovali Styrikrat, pricom sme sledovali rozdiely vo vy-
konanej préci, ktoré sa s narastajucim simulaé¢nym casom (a teda aj klesajicou
rychlostou virtudlneho atému) postupne zmensovali. Na grafoch az uva-
dzame vyvoj spominanych odhadov AF - Sim. i, kde ¢ oznacuje ¢islo simuldcie.

V pripade 200ns trajektorii boli rozdiely priebehov vykonanej prace W uz
zanedbatelné. Tento vyvoj (v grafoch oznaceny cervenou krivkou F,,..) sme na-
sledne v ramci tejto kapitoly povazovali za referenény a porovnavali vo¢i nemu
zvysné vysledky.

Je zrejmé, Ze s narastajicou hodnotou reakénej koordinaty dochadza na za-
¢iatku simuldcie k dodatocnej stabilizacii a-helikdlnej struktiry (Ala)g, kedy mi-
nimum volnej energie pozorujeme v oblasti ~ 15 A. S néaslednym prudkym néaras-
tom AF pocas toho, ako dochddza k narusaniu vodikovych vézieb v a-helikdlnom
usporiadani (Ala)io. S dalsim zvysovanim reakénej koordindty pozorujeme v inter-
vale &~ 26 — 28 A vytvorenie plata. Tento vyvoj je spdsobeny rozrusenim vsetkych
intramolekularnych vodikovych vézieb a naslednym narovnavanim peptidu. V ob-
lasti ~ 28 — 33.0 A pozorujeme uZ len natahovanie vizieb v peptidovej kostre,
zodpovednych za zmenu energie ~ 4 kcal/mol, ¢o tvori az ~ 18.5% findlnej hod-
noty.
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Dalej sme urobili série krat$ich simuldci{ s réznou dizkou simula¢ného Casu t
(20 ps-200 ps-2 ns-20 ns), pricom pocty trajektorii n sme volili tak, aby sme zacho-
vali maximalnu velkost kumulativneho c¢asu t.,,,, = 200 ns. Konkrétne hodnoty si
uvedené v tabulke (5.1)). Pre kazda volbu parametrov n a t sme simulécie opakovali
styri krat, aby bolo mozné odhadnut ich chybu.

Tabulka 5.1: Pocet n a dlzka t serif doprednych simuldcif (Ala)iy vo vikuu

t [ns] n ]

0.02 | 10 100 1000 10000
0.20 | 10 100 1000 -
2.00 | 10 100 - =
200 | 10 - - -

Na obrazku uvadzame vysledky doprednych simuldcii systému (Ala)qg vo
vakuu. Veli¢ina d predstavuje z-ovii komponentu polohy virtudlneho atému (mieru
natiahnutia (Ala)p). Tabulka na tomto obrazku priraduje k danym grafom pocet
stredovanych trajektorii n a simulacny cas t. Odhad vyvoja AF pomocou prostého
aritmetického priemeru sme oznacili /. Ako F,, sme oznacili aproximaciu pomo-
cou Jarzynského identity a ako Fy aproximaciu rozvojom do druhého kumulantu.
Detailnejsie zobrazenie vysledkov uvadzame v prilohe .

Pre najkratsie molekularne dynamické simulacie o dlzke ¢t = 20 ps pozorujeme,
ze vSetky tri metédy vyhodnotenia (Fy, Fy a F.,,) sa vyrazne odlisuji od rovno-
vazneho vyvoja F,.. a zdielaji len spolo¢nu rasticu tendenciu AF.

Ako vidime na krivke Fj, dévodom je velkd miera nevratnosti, kedy znacne
zvySujeme entropiu systému, kvoli comu musime konat vacsie mnozstvo prace.

Na tychto prikladoch zaroven vidime obmedzenie platnosti Jarzynského iden-
tity, ktora (ako sme uviedli v kapitole ) plati len v limite nekone¢ného poctu
stredovanych trajektorii. Pri koneénom pocte trajektorii je podstatné, aby sme od
rovnovazneho vyvoja neboli vzdialeni prilis.

V pripade aproximacie druhym kumulantom pozorujeme pri 10 stredovanych
trajektoriach znacné oscilacie. Tieto oscilacie si spdsobené chaotickym vyvojom
systému (prudko sa meniaca hodnota rozptylu 0%) a s vyss$im poctom stredovanych
trajektorii sa stracaju.

Pre vyssie hodnoty simulacnych ¢asov pozorujeme, ze aj kumulantové rozvoje
davaji pomerne dobré vysledky. Exponencialne stredovanie F¢,, prekonava rozvoj
do druhého kumulantu F az pre simuldcie o dlzke ¢ = 20 ns. Aproximdcia pomocou
aritmetického priemeru Fj systematicky nadhodnocuje rovnovazny vyvoj (v stlade
so vztahom ([2.40))). Navysenim simula¢ného ¢asu dochadza k zlepSeniu, pricom pre
t = 21ns pozorujeme uz aj tu velmi dobri zhodu s rovnovaznym vyvojom.
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Obr. 5.7: Aproximacie vyvoja AF doprednych simulacii (Ala);y vo vakuu
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Toto spravanie zobrazujeme este na grafe , kde sme na logaritmickej skale
pre rozne simulacné ¢asy uviedli priemernt odchylku (v zmysle RMSE, alebo root
mean square error) ziskanych aproximacii od rovnovazneho vyvoja. Ako vidime,
pre nerovnovéazne simulécie o dizke ¢ = 200 ps je tato chyba, v pripade Fy, uz len
~ 1 kcal /mol.
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Obr. 5.8: Odchylky doprednych sim. od AF vo
vakuu pre rozne t
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5.1.2 Spatné simulacie

Ako vyplyva z kapitoly ({2.3)), zlepSenie vysledkov doprednych simulacii sa da
realizovat pomocou analogického setu spatnych simulécii a s pouzitim désledkov

Crooksovho teorému ([2.59)).

Z hladiska simula¢ného c¢asu a poctu stredovanych trajektorii sme znova postu-
povali podla tabulky (j5.1)). Poc¢iatoéna konfiguracia bola charakterizovana rozba-
lenou struktirou ekvilibrovanou po dobu 4 ns. Pohyb virtualneho atému prebiehal

V Zapornom smere osi z.

Ziskané vysledky uvadzame na obrazku (5.9). Detailnejsie zobrazenie je do-

stupné v prilohe (E.3]).
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Obr. 5.9: Aproximécie vyvoja AF spatnych simuldcii (Ala)io vo vdkuu

Spatné simuldcie vykonavané z rovnovaznej konfiguracie odpovedaju obrateniu
casového vektora. Aby sme mohli jednoduchsie porovnavat vysledky doprednych
a spatnych simulécii (a jednoduchsie ich pocas vyhodnocovania kombinovat), po-
sunuli sme v grafoch nulovt hladinu AF tak, aby pre hodnotu d = 13 A platilo
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(W) r(d) = Okcal/mol. Pripomertime, Ze potom bolo nevyhnutné pracovat s Jar-
zynského rovnicou a jej kumulantmi odvodenymi na zéklade pravdepodobnostne;j
distribticie Pr(—W) (uvedenej v kapitole [2.3.1)).

Z kriviek aritmetickych priemerov F} je zrejmé, ze pre vsetky ziskané vysledky
plati (W)gr < AF. Spolu s krivkami F; z doprednych simuldcii tak dostdvame
obmedzenie AF 7z oboch stran, ¢o vyuzijeme dalej v pripade FR metody a metddy
prieniku histogramov.

Pokial sa pozrieme na krivku F.,.., tak je zrejmé, Ze plne natiahnuty (Ala)ig
bude samovolne konat pracu a prechddzat do energeticky vyhodnejsej helikalnej
konfiguracie. Kvalitativne rovnaky priebeh ako referenéna rovnovazna krivka Fiqe
maju aj krivky F; v pripade simulacii s casom ¢ > 200 ps, alebo dlhsim. Avsak,
v pripade simula¢ného c¢asu s hodnotou t = 20 ps vidime, ze krivka F; ma klesa-
jucu tendenciu. To znamena, ze praca disipovana v désledku pésobenia virtualneho
atému mala vyssiu hodnotu ako bola velkost vykonanej prace (Ala)io pri spontan-
nom foldingu.

Z toho dovodu sme analyzovali, aké percento spatnych simulécii vykazuje vy-
sledné nehelikalne usporiadanie (Ala)ig. V pripade simulécii o dlzke t = 20 ps mal
tento mechanizmus foldingu 100% prispevok. S predlZzovanim simulacného ¢asu sa
jeho prispevok postupne znizoval, pricom pre ¢ = 200 ps dostavame 12,76% a pre
t = 2ns uz len 0,68%. Pre vyssie hodnoty ¢ sa uz neprejavil.

Simuldcie, ktoré tomuto javu prislichali sme z vyhodnotenia odstranili (okrem
20 ps simulacif). Pokial by sme to neurobili, tak by sme nemohli pouzit FR metddu
a ani metodu prieniku histogramov kvoli predpokladom Crooksovho teorému, resp.
vysledky by boli viac, ¢i menej skreslené. Kvoli tomuto obmedzeniu maju vysledky
pre t = 20 ps uvadzané v kapitolach (2.3.4]) a (2.3.3) len informacny charakter.

Odstranenie nehelikalnych konfiguracii bolo zabezpecené volbou thresholdu od-
chylenia od podiatotnej helikdlnej konfigurdacie RMSE = 2.44 A. Tato hodnota
bola urcend, ako maximalne vychylenie zaznamenané v priebehu rovnovaznej si-
mulécie (Ala)ip o diZke 41ns s hodnotou parametra d = 13 A. Spristiovanie tohto
kritéria nemalo na vyvoj Fy pre t = 200 ps v podstate ziaden pozitivny vplyv, len
dochadzalo k zmensSovaniu kvality dat nedostatoé¢nym stredovanim.
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Na grafe (5.10) vidime, ze kvalita jednotlivych met6d vyhodnotenia uz nie je
taka jednoznacna, ako tomu bolo pri doprednych simulacidch. V pripade 200 ps
simulacii pozorujeme vyraznu chybu F;. Tato chyba sa uz pre iné casy nepre-
javuje a je pravdepodobne spdsobend vplyvom ¢iastoéného misfoldingu (Ala)io,
ktory sme neboli schopni z nasich vysledkov odstranit a ktory nutne prispieva k
zvySeniu rozptylu o% vystupujiceho vo vztahu . Zvysné metody Fy a Fgy,
vykazuju rovnomerné zlepsovanie kvality aproximéacie s narastajicim simula¢nym
casom analogicky ako v predchadzajicej podkapitole. V pripade Jarzynského iden-
tity to je zapri¢inené tym, ze misfolding sa prejavuje nizSou absolitnou hodnotou
prace ako AF, ¢o vdaka transformacii rovnice do tvaru pre spatné

simulacie, nebude exponencidlnym priemerom preferované.
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Obr. 5.10: Odchylky spatnych sim. od AF' vo

vakuu pre rozne t
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5.1.3 FR metoda

Vzhladom na to, ze uz mame k dispozicii vysledky doprednych a spatnych
simuldcii, mézeme na urcenie priebehu AF vyuzit FR metédu z kapitoly ([2.3.4)),
priemer vysledkov ziskanych pomocou Jarzynského identity FZ,, a jej rozvoja do

druhého kumulantu F¥ (uvedenych v kapitole [2.3.1]). Ziskané vysledky uvadzame
na obrazku (5.11]). Detailnejsi nédhlad je pristupny v prilohe (E.4)).
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Obr. 5.11: Aproximécie vyvoja AF pre (Ala);o vo vikuu pomocou FR metédy

Pouzitie FR metody, respektive priemerovania vysledkov doprednych a spét-
nych behov aj pre zvysné sposoby vyhodnotenia vyrazne zlepsilo odhady AF'.

Pre najrychlejsie simulacie o case t = 20 ps, dostdavame odhad findlnej hodnoty
AF, ktory sa prilis neodlisuje od referencnej hodnoty. To ale mdze viest k zava-
dzajucim zaverom. Je dolezité si v§imnut odlisnosti v priebehu danych kriviek. Tie
sa vyskytuju vdaka tomu, ze v spatnych behoch vobec nedochadzalo k foldingu do
helikalneho usporiadania.

Vysledky pre ¢t = 200 ps st pre FR metédu a F¢

crp velmi dobré uz aj z hladiska
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priebehu uvadzanych kriviek. Zla kvalita vysledkov Fy je dosledkom zlej kvality
spatnych simulacii.

Pre t = 2ns a t = 20ns st odhady ziskané zo spominanych metéd prakticky
nerozlisitelné od rovnovazneho vyvoja. To znamend, ze pouzitim FR metody sme
ziskali radové zlepSenie presnosti vysledného odhadu AF (v porovnani s vysled-
kami doprednych a spéatnych simulacii uvadzanych v grafoch a )

V grafe (5.12)) uvddzame kvantitativne porovnanie jednotlivych odhadov, pri-
¢om vidime, ze v pripade (Ala);o (pre t = 200 ps) dostdvame najlepsie vysledky
pomocou priemeru Jarzynského identity. Ten, ako sme uz spominali, nie je citlivy
na vplyv misfoldingu (Ala)ip. Vo zvysnych pripadoch st ziskané vysledky (vzhla-
dom na logaritmicki skalu grafu) velmi podobné.
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Obr. 5.12: Odchylky FR metédy od AF vo
vakuu pre rozne t
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5.1.4 Metdda prieniku histogramov

Dalsfm pristupom kolektivneho vyhodnotenia spitnych a doprednych simula-
cii, je metdéda prieniku histogramov. Pre lepsiu predstavu s akymi datami sme
pracovali uvadzame na obrazku histogramy (a ich gaussovské aproximaécie)
z findlnych snimkov molekularne dynamickych simulacii.
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Obr. 5.13: Histogramy pouzité v metdde prieniku histogramov pre (Ala)io vo
vakuu

V pripade najkratsich ¢ = 200 ps simulécii st uvadzané histogramy vyrazne
posunuté a nevykazuju ziaden spolo¢ny prienik. Ako sme spominali v kapitole
(2.3.3), v takychto pripadoch sa uplatnila pouzitd aproximacia, kedy sme ziskané
histogramy fitovali gaussovou distribiciou. Vdaka tomu sme boli schopni odhadnut
polohu hladaného prieniku.

Absencia spolo¢ného prieniku histogramov pre Pp/r(£W) zahilia v prvom rade
vysokll mieru nevratnosti danych simulécii, ale zaroven aj odliSny mechanizmus
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doprednych a spatnych behov, kedy pri spatnych behoch nedochéddza k vrateniu
sa (Ala)qp do helikdlneho usporiadania. Je zaujimavé, ze s dostatoénym vzorkova-
nim aj tu ziskavame gaussovsky charakter Pp/r(£Wrina), ¢o napoveda o dobrej
platnosti stiff-spring aproximacie.

V pripade ¢ = 200 ps simuldcii sa zda, ze distribacia Pr(—Wina) spatnych
simulacii je zlozena z dvoch gaussovych funkcii, ¢o dobre koresponduje s pritom-
nostou dvoch mechanizmov foldingu (respektive misfoldingu) deca-alaninu, ako
sme spominali v kapitole . V tejto kapitole sme uvadzali, Ze sme sa spomi-
nany efekt snazili odstranit zvysenim nérokov na filtrovanie findlnych konfiguracii,
ale bez vicsich uspechov (kedy sme pozorovali skor dodatocné zhorsenie kvality).

Predlzovanie simulac¢ného casu vedie k zuzovaniu a prekryvaniu sa danych dis-
tribucii vdaka postupnému prechodu od nerovnovazneho k rovnovaznemu vyvoju.
Porovnanim grafov v jednotlivych stipcoch zhora nadol pozorujeme, Ze sa poloha
ich prienikov takmer nemeni, ¢o umoznuje urobit rozumny odhad hodnoty volnej
energie aj pre kratsie simula¢né casy.

Na obrazku (5.14]) uvadzame vysledky, ktoré sme ziskali aplikdciou spomina-
nej metédy. Tak ako v prechadzajucich kapitolach, aj v tomto pripade uvadzame
detailnejsie verzie c¢iastkovych grafov v prilohe .

Priebeh kriviek je velmi podobny priebehu ziskanému v predchadzajicej kapi-
tole pouzitim FR met6dy. To nie je az tak prekvapivé vzhladom k podobnostiam
danych metdéd. Avsak, pri najmensom pocte opakovani n = 10 a kratkych simula-
cidch (t = 20 ps resp. t = 200 ps), je tato metdda vdaka nizkej kvalite histogramov
trochu horsia ako FR metéda, alebo ako priemerovanie vysledkov ziskanych po-
mocou Jarzynského identity. Na druhu stranu, v pripade ¢t = 200 ps simulacii dava
metoda prieniku histogramov lepsie vysledky ako FR metoda, ktord je citlivejsia na
pritomnost dvoch mechanizmov foldingu. Kvalita vysledkov ziskanych v predcha-
dzajucej kapitole pomocou Jarzynského identity je v tomto pripade porovnatelna.
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Obr. 5.14: Aproximécie vyvoja AF pre (Ala)ig vo vakuu pomocou prieniku
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5.1.5 Delenie trajektoérii na podintervaly

Dalej sme celkovy vyvoj riadeného unfoldingu, respektive foldingu (Ala)yo roz-
delili do 10 separatnych simulécii. Pociato¢né konfiguracie jednotlivych medzi-
stavov, pre rozne hodnoty reakénej koordindty 13, 15,..., 31, 33 A, sme ziskali z
doprednej simulécie o diZke 20 ns, pri¢om sme ich dodato¢ne ekvilibrovali po dobu
4 ns. Ziskané konformacie uvadzame na obrazku .

Obr. 5.15: Vychodzie konfiguracie (Ala)ip v priebehu intervalovych simulaci
(vdkuum)

Potom sme na vSetkych desiatich subintervaloch o dlzke 2 A urobili série 10 ria-
denych molekularne dynamickych simulécii trvajucich ¢ = 20 ps. Po ich vykonani,
sme aplikovali vSetky predtym spominané metédy vyhodnotenia. Vysledky sme na
seba napojili, ¢im sme dostali finalny priebeh aproximacie AF', ktory uvadzame v
grafoch (5.16al) az ((5.16d)).

Vidime, ze aj pre takto kratke simuldcie s kumulativnou dlzkou t = 200 ps a
len malym mnozstvom stredovanych trajektérii (n = 10) dostdvame vyrazne lepsie
vysledky, ako sme ziskali u rovnako dlhych simulécii pre ¢ = 200 ps vykonanych
naraz pre cely interval 13 —33 A. Tie mdzeme vidiet v grafoch (E.6)), (E.18)), (E.32)
a (E.45)) uvadzanych v prilohach.

Ziskané vysledky st porovnatelné skor so simuldciami o desatndsobnej dizke ¢ =
2ns, ktorych grafické znédzornenie moézeme znova najst v prilohach , ,
« €.

Dalsou vyhodou je, ze vypocty na desiatich podintervaloch je mozné realizovat
paralelne. Pri dostato¢nych hardwarovych kapacitach je teda mozné ziskat z vy-
poc¢tov na podintervaloch porovnatelne kvalitny vysledok v sto nasobne kratsom
case, ako ked by sme dant simuldciu robili na celom intervale naraz.

Najvyraznejsie zlepsenie sme, v tomto pripade, pozorovali v kontexte spatnych
simulacii. Dévodom je, ze ekvilibrované stavy sme vytvarali pomocou priebehu
doprednej simulacie (kde bolo pritomné a-helikdlne usporiadanie). A zaroven sme
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simulovany systém vyvijali len na malom useku, kedy nestacilo dojst k takému
vzdialeniu sa od rovnovahy, aby doslo k misfoldingu.

Obr. 5.16: Aproximécie AF pre t = 200 ps, n = 10 a 10 intervalov vo vakuu
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5.1.6 Zhrnutie a diskusia

Vysledky ziskané v tejto kapitole st v dobrom stlade s pracami [6l 8 O 12
60, [78]. Najlepsiu aproximaciu priebehu volnej energie AF' ziskavame pomocou
aplikdcie FR met6dy a metédy prieniku histogramov (ktord vo vyssie uvadzanych
pracach pouzitd nebola).

FR metéda a metdda prieniku histogramov potrebuju simulacie v oboch sme-
roch casového vektora, ¢o nie je vzdy jednoduché realizovat. Ak sme pracovali len
s doprednymi, tak sme v stlade s pracami [§] a [9] videli, Ze vo véicsine pripadov
dostavame najlepsiu aproximaciu aplikaciou metédy druhych kumulantov.

Na druhej strane, pokial sa v Studovanom procese vyskytovalo viacej stuperia-
cich mechanizmov, metéda rozvoja do druhého kumulantu zlyhava. Dévodom je
zvacsenie rozptylu ziskanych dat, ¢o nepriaznivo vplyva na aproximaciu F,. To sa
vyskytlo v pripade velmi kratkych a teda vyrazne nerovnovaznych spétnych si-
mulécii, kedy dochédzalo k foldingu (Ala)i¢ nie len do klasického alfa-helikdlneho
usporiadania, ale aj k misfoldingu do rady nehelikalnych vlasenkovitych struktur.
Povod mozeme najst v zvyseni entropie systému pri vacsich rychlostiach pohybu
virtudlneho atéomu.

Zéaroven, kedze energia mechanizmu misfoldingu bola standardne mensia, ako
energeticka zmena prislichajica zbaleniu do a-helikdlnej konfigurécie, tak Jarzyn-
ského identita pre spatné simulacie nebola voc¢i tymto prispevkom az tak citliva
a nedoslo k znehodnoteniu jej vysledkov. Necitlivost v pripade metody prieniku
histogramov mala podobny dovod.

Napriek tomu, ze v praci [6] autori pracovali aj so simuldciami o dizke 200 ps,
neuvadzajui, ze by zaznamenali vzajomné stuperenie dvoch mechanizmov foldingu.
Je mozné, ze je to len dosledok velmi malého poétu trajektérii (10xF a 10xR), ktoré
v tej dobe dokéazali naakumulovaf. Pritomnost dvoch stperiacich mechanizmov
bola totiZ zaznamenana v neskorsich pracach [12] a [78], kde sa pracovalo s vyrazne
vacsim poctom nerovnovaznych MD trajektérii (504xF a 504xR resp. 512xF a
512xR), ¢o podporuje nase vysledky ziskané pomocou 1000xF a 1000xR behov.

Do budtcnosti by bolo zaujimavé systematicky preskimat, ¢i ma na mechaniz-
mus foldingu vyraznejsi vplyv volba silovej konstanty. Vo vyssSie spominanych stu-
diach boli totiz pouzité vyrazne vyssie hodnoty ([6]-Forney 2008 50 kcal/mol/ A%
[12]-Procacci 2010 400 kcal/mol/AQ; [78]-Procacci 2015 100 kcal/mol/AQ). Avsak,
spOsob prezenticie vysledkov vac¢sinou neumoznuje odhadntf zastipenie misfoldo-
vanych struktir. Vynimkou je Figure 2. v studif [78]-Procacci 2015, kde v najkrat-
Sich spatnych simuldcidch (21 ps) autor ziskal v zlomku 3.6% trajektérii klasické
alfa-helikdlne usporiadanie, ktoré sme my pri tejto dizke simuldcii vobec nedete-
govali.

Pre dalsi postup v nasledujucich kapitolach bolo rozhodujuice, ze delenim si-
mulovaného vyvoja na podintervaly sme ziskali vyrazne lepsie vysledky.
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5.2 Deca-alanin vo vodnej obalke

V tejto casti sa znova pozrieme na simulacie deca-alaninu, ale tento raz ho
vnorime do vodnej obalky.

Zakladné charakteristiky tohto systému boli analogické ako v pripade simulacii
vo vakuu. Teda sme znova pouzivali silové pole CHARMM?22 a rovnakym sposo-
bom, ako vo vakuu sme pristupovali k dusikovym atémom na N a C koncoch.

Velkost zakladnej bunky bola volena takym spdsobom, aby sme v rovine zy a v
zdpornom smere osi z dosiahli solvataéni vrstvu o hribke 10 A. V kladnom smere
osi z (kde dochadzalo k rozbalovaniu protefnu) sme uvazovali vrstvu o hriibke 30 A.
Pocas solvatacie sme minimélnu vzdialenost medzi molekulami vody a (Ala)ig
zvolili vo velkosti 2.4 A. Vysledkom bola zédkladna bunka s rozmermi {z, y, 2} =
{30.60, 27.83, 57.57} A. A celkovim poc¢tom 4394 atémov.

Na zaklade toho bola na konci simulacie vzdialenost periodickych obrazov
(Ala)1o priblizne vo velkosti 20 A, takze vdaka hodnote r.,; nedochidzalo k pria-
memu ovplyviiovaniu sa tychto kopii (¢o by spdsobovalo nezelané artefakty).

Avsak, na otestovanie miery vzajomného vplyvu periodickych képii, sme pr-
votne v kazdom smere zvolili solvatdciu o hribke 10 A. Rozmery ziskanej simu-
la¢nej bunky boli o velkosti {x, y, 2} = {30.60, 27.83, 35.07} A. To ale znamena,
ze vzdialenost periodickych képii (Ala)io by na konci doprednych simulécii mala
byt ~ A (konkrétne 3.89 A), &m by malo dochadzat k ovplyvneniu tvaru volnej
energie AF. Tuto situdciu mozeme vidiet na obrazku ((5.17]).

Obr. 5.17: Posledny snimok SMD simuldcie (Ala);o v malej simulacnej bunke

Napriek blizkosti danych koncov sme ale nepozorovali ziaden vplyv na krivku
volnej energie. To ale mohlo byt spdsobené malou dizkou testovacej trajektérie
(20 ps), kedy bol tento vplyv prekryty hodnotou disipativnej prace W — AF'. Graf
zobrazujuci spominany vyvoj, spolu s vyvojom pre dostatocéne velkd simulacni

bunku, uvadzame v prilohe ([E.1J).
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5.2.1 Dopredné simulacie

V pripade doprednych simulécii sa virtualny atém znova pohyboval v kladnom
smere osi z, pricom celkova dlzka jeho trajektérie bola vo velkosti 20 A.

Vodna obélka sposobuje Sum a spomaluje konvergenciu vyvoja W k rovnovaznej
hodnote volnej energie AF. Preto sme celkovi dlzku simuldcif zvysili este o jeden
rad. Konkrétne hodnoty st uvedené v tabulke ([5.2]).

Tabulka 5.2: Pocet n a dlzka t doprednych simuldcif systému (Ala)1o vo vodnej

obalke

t [ns] n ]

0.02 |1 10 100 1000 10000
0.20 ({1 10 100 1000 10000
2.00 (1 10 100 1000 —
200 |1 10 100 - -
200 |1 10 -~ - -
2000 (1 - — - -

Ani pri maximélnej dizke trajektori (teda 2ps) nebol vyvoj AF plne rovno-
vazny (napriek tomu, ze dany vypocet trval viac ako tyzden). Z toho dévodu sme
uvazovali stredovanie styroch ziskanych 2 ps trajektorii metédou rozvoja do dru-
hého kumulantu (kedze vo vakuu davala najlepsiu aproximéciu). Ziskany vysledok
sme zobrali ako referencny a v grafoch tejto kapitoly sme ho oznacovali ¢ervenou
krivkou Fi qct-

Vyvoje ziskanych trajektorii pre rozne hodnoty simula¢ného casu t uvadzame
v grafoch az (5.23).

V porovnani s vyvojom vo vakuu mé rovnovazna krivka teraz ovela pomalsi
rast a nevykazuje ani spominané minimum v oblasti ~ 15 A. Jej findlna hodnota
je F. / matl ~ 6 kcal/mol, ¢o je priblizne 3.5 krat menej, ako sme dosiahli vo vakuu

EXTACI

(FJin4 = 91 keal /mol).

exact ~
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Na obrazku ([5.24) uvadzame vsetky vysledky z doprednych simulécii systému
(Ala)qp vo vodnej obélke. Detailnejsie zobrazenie vsetkych spominanych vysledkov

je v prilohe (E.6)).
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Obr. 5.24: Aproximécie vyvoja AF doprednych simulacii (Ala)iy vo vodnej
obélke
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Pre ulahcenie porovnavania s vysledkami v dalsich podkapitolach prikladame
niekolko vybranych detailnejsich grafov aj sem (konkrétne grafy (5.25) az (5.28])).
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Obr. 5.25: Aproximéacie AF pre Obr. 5.26: Aproximacie AF pre
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Obr. 5.27: Aproximécie AF pre Obr. 5.28: Aproximacie AF pre
dopredné sim. a t = 20ns, n = 10 dopredné sim. a t = 200ns, n = 10
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V pripade rychlych nerovnovaznych simulécii je odchylka AF' niekolkondsobne
vyssia, ako v pripade simulacii vo vdkuu. Findlne hodnoty prace Wy,e st pre
t = 20 ps na drovni Wﬁgfjl ~ 150 kcal/mol, ¢o je zhruba 1.5 krat vacsie, ako pri
rovnakych simulacidch vo vakuu a priblizne 25 krat vacsie ako je hodnota ziskana
z rovnovazneho vyvoja. Zaroven pozorujeme, ze ku konvergencii nami pouzitych
metod k rovnovaznemu vyvoju dochadza az pre t = 2ns, ¢o je o jeden rad vyssie,
ako v pripade vdkua. To mézeme vidiet na grafe ([5.29).
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Obr. 5.29: Odchylky doprednych sim. od AF' vo
vodnej obélke pre rozne t
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5.2.2 Spatné simulacie

V pripade spétnych simulacii vo vodnej obalke sme vychédzali z rozbalenej
struktury ekvilibrovanej po dobu 8ns. Pohyb virtualneho atému prebiehal analo-
gicky ako vo vakuu v zapornom smere osi z.

V tejto casti sme simulovali len niektoré z moznych hodnot parametrov n a ¢,
uvedenych v tabulke (5.2)) v predchadzajicej podkapitole. Dévodom tejto zmeny
boli zvysené vypoctové naroky sposobené pridanim molekil vody. Kvoli tomu sme
sa snazili optimalizovat volbu n a t tak, aby sme videli podstatné charakteristiky
daného systému, ale zaroven, aby sme neplytvali vypoctovou kapacitou.

Tabulka 5.3: Hodnoty ¢ a n spatnych simuldcii (Ala);o vo vodnej obélke

t[ns] | m[]
0.20 | 1000
2.00 | 100
20.0 | 10
200 | 10

Ziskané vysledky sme pre ulahcenie vzajomného porovnavania usporiadali rov-
nakym sposobom ako v pripade grafov az v predchadzajicej podka-
pitole a uvadzame ich v grafoch az .

Rovnako ako pri doprednych simuldciach pozorujeme, ze kvalitativne charak-
teristiky st vo vodnej obalke (v porovnani s vikuom) posunuté o jeden rad vyssie.

V pripade najkratsich simulacii (£ = 200ps a n = 1000) dostdvame najlepsie
vysledky pouzitim rozvoja do druhého kumulantu F. Pri dlhsich simulaciach (t =
2ns a n = 100) st uz vysledky F; a F.,, porovnatelné. Pre najdlhsie simulacie
(t = 20ns a n = 10, respektive t = 200ns a n = 10) ziskavame porovnatelné
vysledky pri vSetkych troch sposoboch vyhodnotenia.

Z doprednych simuldcii vyplynulo, Ze uz pre velmi malé natiahnutie (Ala)io
pozorujeme preferenciu prechodu z a-helikalnej do rozbalenej neusporiadanej kon-
figurdcie stabilizovanej interakciou so solventom.

Analyzou findlnych konfiguracii (Ala); zo spatnych priebehov sme zistili, ze za
pritomnosti vodnej obalky nedoslo ani v jednej z vykonanych simulacii k zbaleniu
do idedlneho helikdlneho usporiadania. V pripade 90,6% vysledkov bola hodnota
odchylky od helikilnej konfigurdcie vicsia ako RMSE = 3.5A (teda o ~ 44%
vyssia ako threshold vo védkuu). Vzhladom k tomu, Ze ani jedna z konfiguracii
nebola helikalna sme sa rozhodli dané vysledky nefiltrovat. Zaroven tento vysle-
dok naznacuje, ze nehelikalny mechanizmus foldingu je vo vode pravdepodobne
preferencny.
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Napriek tomu je ale zhoda nami ziskanych vysledkov s referen¢nou krivkou
pre ¢asy t = 20ns a t = 200ns velmi dobra. Co vyplyva z rychleho zaniknutia
helikalnej konfiguracie v pripade doprednych simulacii.
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Obr. 5.30: Vyvoj aproximacii AF

spatnych simulacii pre t = 200 ps a
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Obr. 5.32: Vyvoj aproximacii AF
spatnych simulécii pre t = 20ns a
n =10
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Obr. 5.31: Vyvoj aproximacii AF
spatnych simulacii pre t = 2ns a
n = 100
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Obr. 5.33: Vyvoj aproximacii AF
spatnych simulacii pre t = 200 ns a
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5.2.3 FR metdoda

Vzhladom na to, ze uz mame k dispozicii vysledky doprednych a spatnych
simulécii, mézeme na urcenie priebehu AF' znova vyuzit FR metodu. Vysledky,
ktoré sme pomocou nej ziskali uvddzame na grafoch ([5.34)) az (5.37)).
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Obr. 5.34: FR metoda pre t = 200 ps a Obr. 5.35: FR metoda pre t = 2ns a
n = 1000 n = 100
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Obr. 5.36: FR metéda pre t =20ns a  Obr. 5.37: FR metdéda pre ¢ =200ns a
n = 10 n =10

V tomto pripade zlepSenie nie je az také jednoznacné, ako v kontexte simulécii
vo vakuu. Pokial ziskané krivky porovname s vysledkami doprednych simulacii,
pozorujeme vyrazné zvysenie kvality daného vyvoja. Pokial ich ale porovname so
spatnymi simuldciami vo vodnej obalke, tak pre FR met6du dostdvame porovna-
telnt, alebo dokonca horsiu zhodu s referenénym vyvojom.
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Dovodom je rozdielna kvalita vysledkov spatnych a doprednych simulacii. Kon-
krétne, dopredné simulacie st oproti spatnym znehodnotené, kedze sa na ich za-
Giatku (Ala)yp nachddzalo v helikdlnej konformécii. Co vo vodnej obalke zrejme
nie je jeho preferencnd sekundarna struktira.
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5.2.4 Metdda prieniku histogramov

Pri pouziti metédy prieniku histogramov pozorujeme porovnatelnt kvalitu s
vysledkami FR metédy. Vysledky, ziskané aplikaciou tejto metdédy mozeme vidiet

na grafoch (5.38)) az (5.41)).
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Obr. 5.38: Metoda prieniku
histogramov pre ¢t = 200 ps a n = 1000
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Obr. 5.39: Metoda prieniku

histogramov pre ¢t = 2ns a n = 100
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Obr. 5.40: Metéda prieniku
histogramov pre t = 20ns a n = 10

Obr. 5.41: Metoda prieniku
histogramov pre ¢t = 200ns a n = 10
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5.2.5 Delenie trajektoérii na podintervaly

Nakoniec sme celkovy vyvoj riadeného unfoldingu, respektive foldingu (Ala)ig
znova rozdelili do 10 separatnych simuldcii.

Pociatocné konfiguracie jednotlivych medzistavov, pre rozne hodnoty reakcnej
koordinaty (13, 15,..., 31, 33 A), sme ziskali z doprednej simulécie o dizke 20ns
a nasledne sme ich ekvilibrovali po dobu 8 ns. Na konci kazdej z ekvilibracii sme
vyhodnotili, ¢i doslo ku stabilizacii celkovej energie systému.

Tieto konfiguracie by mohli vypovedat o nejakych stabilnych misfoldovanych
usporiadaniach. AvSak, takyto zdver vobec nie je smerodajny, kedze sme (Ala)ig
pocas ekvilibracie fixovali na oboch jeho koncoch. Konfiguracie ziskané z ekvilib-
ra¢nych simulécii uvddzame na obrazku ((5.42)).

Obr. 5.42: Vychodzie konfiguracie (Ala)o v priebehu intervalovych simuldcii
(voda)

Potom sme na vetkych desiatich podintervaloch o dizke 2 A realizovali série
100 SMD simulécii trvajucich ¢ = 200 ps. Vysledky aplikovanych metéd sme na
seba napojili, ¢im sme dostali finalny priebeh aproximacie AF', ktory uvadzame v
grafoch (5.43al) az ((5.43d)).
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Obr. 5.43: Aproximacie AF pre t = 2ns, n = 100 a 10 intervalov vo vodnej obalke
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(c) Metdda prieniku histogramov (d) FR metoda

Zlepsenie vysledkov je, tak ako v pripade simulacii vo vakuu, zase jednoznac¢né
a pouzitim vyssie uvedenych met6éd (okrem aritmetického priemeru) dostavame
dobri zhodu s referenénym vyvojom.
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Okrem toho sme na ziskanie odhadu rozptylu danych vysledkov rozdelili 100
predtym stredovanych trajektérii na 10 setov po 10 trajektéridch. Delenie prebie-
halo nahodne. Priebehy, ktoré sme tymto postupom ziskali uvadzame, pre vsetky

aplikované met6dy, na obrazku ([5.44]).
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Obr. 5.44: Aproximacie AF pre t = 2ns, n = 10 a 10 intervalov vo vodnej obalke
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5.2.6 Zhrnutie a diskusia

V pripade simulécii (Ala)1p vo vodnej obalke sme pozorovali, ze ku konvergencii
k rovnovaznemu vyvoju dochadzalo neskor ako v pripade vyvoja vo vakuu. Ani pre
simuldcie o dizke ¢ = 2 s sme nepozorovali idedlnu zhodu ziskanych vysledkov.

Dovodom je fakt, Ze pridanim solventu sa vyrazne zvysi pocet dostupnych
stupniov volnosti fazového priestoru. Vdaka tomu moze systém nadobudat ovela
véacsie mnozstvo konfiguracii a vyvojov pozorovanych v trajektoriach.

Trenie medzi molekulou (Ala);y a medzi vodnym prostredim je zodpovedné za
vysoké hodnoty prace, ktoré sme pozorovali pre kratsie simuldcie (hlavne o dizke

= 20ps). Okrem natahovania tohto peptidu zaroven urychlujeme a tahdme aj
molekuly vody.

Na druht stranu, vytvorenie intermolekuldrnych vodikovych véizieb medzi vo-
dou a studovanym peptidom je zodpovedné za zhruba 3.5 nasobné znizenie vy-
slednej hodnoty volnej energie (v porovnani s vikuom). Vdaka molekuldm vody
dochadza k jednoduchsiemu narusSeniu intramolekuldrneho usporiadania tvoria-
ceho deca-alaninovy a-helix. V neskorsich ¢astiach uz len dochadza k postupnému
narovnavaniu peptidu. Priom, v oblasti 27.5 — 33.0 A pozorujeme uz len nataho-
vanie vézieb v peptidovej kostre, zodpovednej za zmenu energie = 3.5 kcal /mol, ¢o
tvori az &~ 58,3% findlnej hodnoty.

Rovnovazne MD simulacie, v kombinacii s alternativnymi metédami pre vypo-
et profilu volnej energie (US - umbrella sampling a ABF - adaptive biasing force),
poskytuju rozporuplné vysledky a priame porovnanie je naro¢né [10]. Autori totiz
experimentovali s roznymi spésobmi obmedzenia na geometriu (Ala);o a aj napriek
enormnym vypoctovym narokom sa im nepodarilo odstranit zjavné artefakty v zis-
kanych vysledkoch [10]. Je ale zrejmé, ze vysledny profil volnej energie je velmi
plochy. Tento zaver potvrdzuje aj jedna z nasich simulacii, kedy pocas ekvilibracie
doslo k samovolnému prechodu z a-helixu do neusporiadanej cievky.

V studii [7] pouzili takzvani ASMD met6du len pre dopredné behy. Uplatnili
popritom delenie celkového intervalu na ciastkové podintervaly. S pomocou Jar-
zynského identity popritom vyberali trajektoriu, z ktorej sa bude pokracovat na
dalsom podintervale. Avsak, zdaleka nedosiahli idealneho vysledku. Je zrejmé, ze
nami ziskany rovnovazny vyvoj ma hodnoty volnej energie eSte skoro o polovicu
mensie.

V nadvézujicej studii [79] sa autorom vdaka pouzitiu enormného mnozstva
trajektérii (az 800), respektive modifikdciou metédy na FR-ASMD (kedy medzi
jednotlivymi podintervalmi robili velmi kratku 50 ps ekvilibrdciu), podarilo viac
priblizit k referencnej krivke (ziskanej v implicitnom solvente), ktord ma porovna-
telny priebeh, ako nasa refencénd krivka (ziskand s explicitnou vodnou obéalkou).

Nasa metoda, kedy dobry odhad profilu volnej energie ziskame uz prostrednic-
tvom desiatich 2ns doprednych a spétnych behov, ktoré sa naviac realizuji (na
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rozdiel od [7], respektive [79]) na jednotlivych podintervaloch nezévisle (teda pa-
ralelne, ¢o pri dostatoénych hardwarovych zdrojoch znamena realne ako 2x10x10
behov o dizke iba 200 ps), je nepochybne efektivnejsia.

Na druhi stranu si je treba uvedomit, ze vychodzie konforméry pre jednotlivé
subintervaly sme ziskali z predchadzajiceho behu o dizke 20 ns a pred zadiatkom
vlastnych SMD simulécii sme realizovali na kazdom z desiatich podintervalov ekvi-
libraciu o dizke 8ns. V tejto oblasti bude este treba v budticnosti experimentovat
a urcit, aké st minimalne naroky spominanej pripravnej fazy.

Avsak, aj ked je nasa metdda narocnejsia na pripravu, umoznila nam ziskat
vysledky, ktoré davaju velmi dobry a robustny odhad profilu volnej energie. Ku
ktorému sme sa inak pomocou takmer rovnovaznych SMD simulécii dostali za cenu
extrémnych narokov na pocitacovy cas (4 trajektérie po 2 ps, teda celkovo 8000 ns).
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5.3 As4 adenozinovy receptor

V tejto kapitole sa budeme venovat SMD simulaciam As4 receptoru v komplexe
s kofeinom. Rovnakymi metédami, ako sme pouzili v pripade molekuly (Ala)qo, bu-
deme studovat profil vizbovej volnej energie AF a porovnavat efektivitu pouzitych
metod.

Ako vychodzia struktira bola pouzitd konformécia s PDB kédom 3RFM, vlo-
zend do fragmentu bunkovej membrany (s plochou 60x55 AQ) lipidov typu POPC,
solvatovand vrstvou molekil vody o hriibke 6 A. Elektroneutralita bola zabezpe-
¢ena pridanim 6 chloridovych iénov a 13 molekil NaCl tak, aby bola celkova
koncentricia solf 0.15mol L.

Vysledna simulacna bunka o rozmeroch {z, y, 2z} = {62.554, 56.585, 90.066} A
sa skladala celkovo z 22580 atémov, z toho 2264 tvorilo adenozinovy receptor spolu
s kofeinom. 4600 castic odpovedalo molekulam vody. Zvysok systému vo velkosti
6516 atémov tvorilo lipidovii dvojvrstvu a vyssie uvddzané iény Nat a Cl~.

Dany systém uvadzame na obrazkoch a . Na obrazku vidime
bo¢ny pohlad na spominany receptor (oznaceny oranzovou farbou), vizualizovany
izohodnotou gaussovského povrchu vietkych jemu prislichajicich atémov. Sedou
farbou zobrazujeme fragment bunkovej membrany. Molekuly vody sme pre pre-
hladnost explicitne nevykreslovali. Na tomto obrazku mozeme taktiez vidief ligand
kofeinu, detailnejsie zobrazeny na obrazku , kde uvadzame jeho pociatoénu a
koncovt konfigurdciu. Z1té gulicky oznacuji medzikonfiguracie atému uhlika C4,
na ktory bol aplikovany harmonicky potenciél (reprezentovany virtudlnym até-
mom). Tieto polohy boli nasledne vyuzité na ziskanie vysledkov intervalovych
simulacii uvadzanych v kapitole .

Obr. 5.45: Systém Asy receptoru v Obr. 5.46: Vychodzie polohy kofeinu v
komplexe s kofeinom komplexe s As4 receptorom

78



Parametrizacia receptoru a fragmentu bunkovej membrany bola zabezpecena
silovym polom CHARMMS36. Kofein sme parametrizovali na zéklade analdgie s
inymi molekulami, kniznicou CGenFF spominanou v kapitole (2.1.2)).

Posledné cast pozostavala z minimalizacie systému v 2000 krokoch. Ta bola
nasledovana zihanim a nakoniec bol systém ekvilibrovany po dobu 4 ns. Tato doba
bola dostato¢na na stabilizdciu energie systému a nebolo nutné vykonavat dalsiu
ekvilibraciu. V priebehu vsetkych troch casti sme uvazovali obmedzenie na kon-
stantny pomer rozmerov simulacnej bunky v rovine zy. Nasledujice simulacie uz
boli vykonavané bez tohto obmedzenia.

Pocas riadenej molekularnej dynamiky sme virtualny atém pripojili na mo-
lekulu kofeinu, konkrétne na uhlik C'4 a zaroven sme fixovali C, uhlik trypto-
fanu 246 (aby nedochadzalo k rovnomernému pohybu receptoru spolu s fragmen-
tom membrany). Ten sa nachddzal priblizne pod molekulou kofeinu v blizkosti
jeho vézbového miesta. Parameter tuhosti harmonického potencidlu k (identicky
pre virtudlny atém a aj pre potencidl fixujici atém tryptofdnu) mal hodnotu

k = 7.2 kcal /mol/ A* K pohybu virtudlneho atému dochddzalo v smere osi z (kol-
mej k rovine fragmentu bunkovej membrény).
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5.3.1 Simuléacie na jednom intervale

Z hladiska vypoctov na jednom intervale sme robili tri série doprednych simu-
lacii pre n = 100 trajektérii, so simulacnym ¢asom ¢ = {20, 50, 150} ns a jednu
sériu spatnych simulécii pre n = 100 a t = 150 ns.

V kratsich simulécidch sme nim od pévodnej polohy vo vazbovom mieste re-
ceptoru pohybovali do vzdialenosti 20 A. Avsak, v pripade dlhgich simulécii nebol
takyto postup z hladiska vypoctovych narokov realizovatelny, ¢im sme tuto vzdia-
lenost skratili na 15 A. Ziskané vysledky, uvddzame na obrazku .

- t=20ns n =100 t=50ns n =100 t=150ns n = 100
20
S5 »
310 »
< /Cii A
0
5
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
d A d [A] 10
= 5
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d 4]

Obr. 5.47: Dopredné (prvy riadok) a spéatné (druhy riadok) simulécie Asy
receptoru v komplexe s kofeinom

Ako mozeme vidiet kvalita ziskanych vysledkov nie je dobra ani pre t = 150 ns.
Pozorujeme vyrazné odchylky doprednych a spatnych behov a teda zli aproxima-
ciu AF. V pripade spéatnych behov dokonca pozorujeme, ze aritmeticky priemer
vykonanej prace (W) g ma klesajicu tendenciu a dosahuje zapornych hodnot. To
analogicky, ako v pripade (Ala)yp vypoveda o tom, Ze proces naviazania kofeinu
neprebiehal samovolne, ale bol nami po danej trajektorii vynuteny.

Spravanie sa rozvoja do druhého kumulantu tiez nie je optimalne, pretoze pozo-
rujeme jeho znac¢né fluktuacie. Napriklad, pre ¢ = 50 ns vidime stabilizaciu vyvoja
okolo hodnoty F; = 4kcal/mol, avsak pre ¢ = 20ns a ¢t = 150 ns pozorujeme v
oblasti 15 — 20 A pokles do nulovych alebo az zdpornych hodnét. Tieto Auktu-
acie su sposobené velkym rozptylom ziskanych trajektérii, kvoli nerovnovaznosti
uvadzanych vysledkov (analogicky ako pre (Ala)qg).
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Graf uvadza vyhodnotenie simulacii o ¢ase t = 150 ns pomocou FR me-
tody a metddy prieniku histogramov. Vsetky ziskané krivky vykazuju zlepsenie
pozorovaného priebehu, ale vzhladom k vysokej hodnote kumulativneho simulac-
ného ¢asu (15ps) sa od seba stale zna¢ne odchyluju.

S ohladom na nizku kvalitu ziskanych vysledkov sme rychlejsie spatné simulacie
nerealizovali. Navysenie simula¢ného ¢asu zase nebolo rentabilné kvoli vypoctovym
narokom (simuldcie by uz trvali rddovo dva tyzdne).

F' |kcal/mol]

0 5 10 15

Obr. 5.48: FR metdda a prienik histogramov pre ¢t = 150ns a n = 100
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5.3.2 Simulacie na 10 podintervaloch

Na zéklade vyssie uvedenych vysledkov bola dalsim krokom aplikacia delenia
simuldcii na intervaly, kedy sme pracovali s 10 intervalmi s dizkou 1.5 A, pre n =
100 a t = {1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 150} ns.

Priprava ciastkovych medzistavov, bola realizovana extrakciou konfiguracii z
rychlej 2ns trajektorie, ktoré sme nasledne ekvilibrovali po dobu 5 ns.

Vysledky ziskané v pripade doprednych (prvy riadok) a spatnych (druhy ria-
dok) simulécii, pri pouziti FR met6dy (treti riadok) a met6dy prieniku histogramov
(Stvrty riadok) uvddzame na obrézku (5.49). Na obrazku este uvadzame vy-
sledky, obdrzané nahodnym rozdelenim simulovanych priebehov na 10 podskupin.
Kvoli priestorovym podmienkam v nich neuvadzame legendu, ale zachovali sme
doteraz pouzivané farebné oznacenie. Zelena odpoveda krivke F}, ¢ierna charakte-
rizuje vysledky Jarzynského identity Ft,,, modréd farba rozvoj F, a fialova farba
odpoveda vysledkom metédy prieniku histogramov.

Obréazok ukazuje, Ze s navysovanim simula¢ného ¢asu ¢ dochiddza ku
konvergencii vysledkov k vyvoju AF. Dopredné behy k nemu konverguju zhora a
spatné zdola. Pozorujeme, ze pre t = 150 ns sa tieto aproximécie k sebe znatelne
priblizuja. Fluktuacie F5, ktoré sme videli na grafoch sa kompletne stratili
a zhoda s F,,;, vypoveda o gaussovskom charaktere prace W.

Avsak, najpodstatnejsim vysledkom tychto simulécii je fakt ze priebehy, zis-
kané pomocou metédy prieniku histogramov, respektive s vyuzitim FR metody,
st okrem ¢ = 1ns v podstate identické. Jedinym rozdielom (okrem fluktudcii okolo
hodnoty 4kcal/mol) je vyska energetickej bariéry pre d ~ 6 A, ktord sa s na-
rastajucim simula¢nym ¢asom postupne zmensuje. Toto pozorovanie vypoveda o
vyznamnej prediktivnej sile uvadzanych metod, ktora ndm umoznuje ziskat expe-
rimentalne korektné vysledky aj pre velmi rychle simulacie daleko od rovnovahy.

Teraz sa pozrime na grafy uvadzané na obrazku , kde vidime kvalitativne
zachovanie vyvoja aj za pouzitia n = 10 trajektorii. Rozdielom je rozptyl pozorova-
nych vysledkov, ktory je ale len vo velkosti ~ 2kcal/mol v porovnani s hodnotami
ziskanymi pre n = 100 stredovanych trajektorii.

Obréazok ukazuje histogramy pouzité metdédou prieniku histogramov pre
t = 150ns (vysledky na obrazku (5.49)). ZIt4 farba oznacuje Pr(—W), modra
Pr(W). Cervend krivka fit gaussovskym rozdelenim. Pri intervalovych simuldciach
sme volili stratégiu ¢iastkového vyhodnocovania na jednotlivych intervaloch (prvy
a treti riadok). Tieto vysledky sme posunuli o hodnotu volnej energie v posled-
nom bode predchadzajticeho intervalu (druhy a stvrty riadok). Dal$im pristupom
je nalepit na seba prace W a vyhodnocovat az celkovy vyvoj. Avsak, toto nie je ko-
rektné, kvoli zavislosti na lepeni, kedy pre rozne priradenia ¢iastkovych vysledkov
na intervaloch dostavame rozne vyvoje a roznu distribiciu vykonanej prace.
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Obr. 5.49: Simulacie A4 receptoru na 10 intervaloch pre n = 100



01 = u 21d yoorearojur (1 eu n1ojdesar Ve, soemuig 06 ¢ "1q0)

F [keal /mol) F [keal /mol]
3 &4 o @ao w 2 a B

F [keal /mol. F [k
_ Flkea/mol [A’\c’al/mtil

U4

Ol=u suf=1}

vlp

OT=u sug=1

1

lvlp

01 =u sué

vl»

o1 =u su(Qr =7

o1 —u su g‘g =7

vlp

Ol =u suQpg =12

lvlp

01 = SHOO[ =1

vlp

0T =u suQgr =1



Int. number 1

Int. number 2

0 Int. number 3 Int. number 4 Int. number 5
30
S
10
0
-2 0 2 4 -2 0 2 4 -2 0 2 4
Wina [keal /mol] S\b:& T@mi\ﬂ:& Wiinar [keal /mol] S\?_i \Am&\\SQN Wina [keal /mol]
40
30
220
| %
&)
10
0 | | | |
-2 0 2 4 6 8 8 -2 0 2 4 6 8 -2 0 2 4 6 8
Wiina [keal /mol] S\}:& _\Q:N\S& Winar [keal /mol] S\?:& \00&\3& Wiina [keal /mol]
o Int. number 6 Int. number 7 Int. number 8 Int. number 9 Int. number 10
30
m 20
| 4\%;/
&)
10
o . . . . i = "
-2 0 2 4 -2 0 2 4 -2 0 4 -2 0 2 4
Weinar [keal /mol] Winat ?m@N\SQN Wiinai [kcal /mol] Weinal ?SN\SQS Winar [keal /mol]
40
30
..M 20
L
QO
10 -
0 | [ , |
-2 0 2 4 6 8 8 -2 0 2 4 6 8 -2 0 2 4 6 8

Wtinai [kcal /mol] S\E:& ?SQS&

Wrina [keal /mol]

Wina [kcal /mol]

-2

0 2 4 6 8

Wrina [keal /mol]
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Na oboch vyssie spominanych obrazkoch a vidime, Ze maximalna
vzdialenost pohybu virtudlneho atému d odpovedd dpme, = 15A. Tato hodnota
je dostacujica, aby sa ligand oddelil od vézbového miesta, avsak esSte nie je plne
vzdialeny od receptoru a membrany, tak aby nedochadzalo k ich vzajomnej inte-
rakeii.

7 toho dévodu sme urobili dodato¢ni simuldciu do vzdialenosti d = 21 A s ¢a-
som t = 2ns. Jej vysledky v kontexte FR met6dy (metédu prieniku histogramov
sme vynechali kvoli jej podobnosti) uvddzame v grafe (5.52)). Pre vzdialenost d
vadsiu ako 15 A pozorujeme narast aproximécii AF, sposobeny spominanou inte-
rakciou ligandu s receptorom a s bunkovou membranou. Na druhej strane, toto
zvysenie nie je vyrazné, dosahuje ~ 0.5kcal/mol (okrem krivky FR, kde sa ale
pravdepodobne prejavuje rychlost simulédcie). Pri pomalsich simulécidch sa da este
ocakavat dodatocné zhladenie vyvoja a zmiernenie pozorovaného vplyvu.

6
=4t
S
=
S
iz_ FR_
&*1 — Ia
2
0 —F%,
0 5 10 15 20

d [4]

Obr. 5.52: Aproximécia AF pre t = 2ns,
n =100 a dpq, = 21 A
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5.3.3 Rotacia A, 4 receptoru

Analyzou rovnovaznych konfiguracii intervalovych simulécii, uvedenych na ob-
rézkoch a (5.50]), sme zistili, ze ukotvenie receptoru pomocou jedného atému
tryptofanu 246 nie je dostatocné. Pocas ekvilibracnych behov a dostatocne poma-
Iych simuldcii dochadza k rotacii receptoru (uvedenej na obrazku (5.53))) a k jeho
odklanani od osi z. Cervend farba na obrazku oznacuje prvotnu konforméaciu
receptoru, modra zase jeho findlny stav.

Obr. 5.53: Rotacia Agy

receptoru pocas ekvilibracii

Na zamedzenie tohto javu sme zvolili dodato¢nu fixdciou C, uhliku na re-
zidudch prolinu 215 a serinu 305 na vnutrobunkovej strane membrény (aby sa
minimalizovalo ovplyvnenie vazbového miesta). Tri fixa¢né body boli dostato¢né
vdaka vysokej miere rigidity As4 receptoru. Zo ziskanych vysledkov sme ale po-
zorovali vyrazné odchylenie od aproximécii pre t = 150 ns, ktoré vykazovali dobra
mieru konvergencie a teda sa da predpokladat, Ze sa nachadzaju blizko rovnovaz-
nej hodnoty AF. Konkrétne sme pozorovali, ze findlna hodnota pre d = 15 A bola
~ 9 kcal /mol.

Na zaklade tychto vysledkov sme usudili, ze rotovanie A, 4 receptoru v skutoc-
nosti nie je parazitickym javom. Skor predstavuje korekciu k nelinearnosti cesty z
extracelularnej strany membrany do vazbového miesta receptoru, ktort pri fahani
ligandu v smere osi z neuvazujeme.

Samozrejme, charakter tejto korekcie je len kratkodosahovy, kvoli comu po-
zorujeme pre mensie hodnoty ¢ zlomy vo vyvoji ziskanych vysledkov. Pre vécsie
hodnoty ¢ sa natacanie aplikuje aj pocas simulacii, ¢o pozorované priebehy zhladi.
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5.3.4 Obmedzenie pohybu ligandu v rovine xy

Pocas vyssie uvedenych simulacii bol na C'4 uhlik kofeinu aplikovany harmo-
nicky potencial (v smere vsetkych troch stradnicovych osi), ktory v smere osi z
pohyb kofeinu urychloval a v rovine zy ho zase obmedzoval. Toto obmedzenie malo
ale nepriaznivy vplyv na krivky spatnych simulécii z hladiska vyssie spominanych
zlomov, ktoré sa v ziskanych priebehoch nachadzaju hlavne pre mensie hodnoty
t. Ako uvadzame vyssie, ich pévod je vo vychyleni ligandu z prirodzenej oblasti,
ktorou dochadza k jeho naviazaniu, ¢o viedlo k zvyseniu hodnoty volnej energie.
Ako korekciu sme sa pokdusili zobrat rozne hodnoty parametra tuhosti k,, v ro-

vine zy, konkrétne k,, = {0.0, 0.1, 0.5} kcal/mol/Az. Simulacie sme robili pre
n = 100 a pre t = 2ns. Ale, neda sa povedat, ze by ziskané vysledky vykazovali v
tomto smere nejaké zlepsenie. V niektorych pripadoch sa dané spravanie dokonca
zhorsilo, kedze ligand ziskal vacsiu volnost a mohol castejsie zachadzat do steny
receptora.

Avsak, velmi zaujimavy (z hladiska celkového priebehu) bol vysledok, ktory

sme ziskali pre k,, = 0.0kcal/mol/ A%,V tomto pripade doslo k radikalnej zmene
charakteru celkového vyvoja, ako mézeme vidiet na obrazku (5.54)), kde uvadzame
vysledky ziskané aplikdciou FR metédy na spatné a dopredné behy.

N

F [keal /mol]
=)

FR
2! Iy
_Feacrp
4 : : : :
0 5 10 15 20

d [4]

Obr. 5.54: Aproximécia AF pre t = 2ns,
n =100 a ky, = 0.0kcal/mol /A”

Prvotny pociatoény pokles volnej energie bol spésobeny tym, ze kofein nebol
pocas niektorych simulécii vhodne orientovany a postupne dochéadzalo k nado-
budnutiu prirodzenej konformécie. Dalej je zaujimavé, Ze nepozorujeme typicky
prudky narast ziskanych kriviek, ale postupné zvysovanie hodnoty volnej energie.
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5.3.5 H1is — Glu solny mostik

Analyzou tohto priebehu sme zistili, Ze zmena charakteru je sposobend vytvo-
renim analégie solného mostika medzi aminokyselinami histidinu 264 a kyseliny
glutamovej 169. K vytvoreniu skuto¢ného mostika nemohlo dojst, pretoze v danej
struktire nebol histidin protonovany. Napriek tomu doslo k priblizeniu kyseliny
glutamovej ku kostre v blizkosti histidinu a k interakcii s jej kladne nabitym par-
cidlnym 0+ nédbojom na vodiku (ako moézeme vidiet na obrazku (5.55))). Tato
interakcia ostala zachovana pocas celej simulécie a spdsobila zmensenie vazbového
miesta receptoru.

Obr. 5.55: Interakcia rezidui His264 a
Glul69
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5.3.6 Zhrnutie a diskusia

Kumulativna dizka (15ps) pre sto najdlhsich (150 ns) doprednych simulécif re-
alizovanych na celom intervale naraz je zna¢na. A ani v tomto pripade sme neboli
schopni dosiahnut plne skonvergovany profil AF' (ako ukazuje porovnanie s vy-
sledkami rovnako dlhych spéatnych simuldcii). Toto spravanie je dovodom, preco sa
SMD na kvantitativny odhad vdzbovej volnej energie ligandov prakticky nepouziva
[5]. Hodnotenie (ranking) ligandov sa ¢asto realizuje len pomocou tzv. ,rupture
force* metédy (kedy ligand prudko vytrhneme z vizbového miesta [80]).

To, ¢i mbézeme pouzit spatné SMD simulacie v kontexte A4 GPC receptoru
bola pre nas otvorena otazka. Ako sme ale ukazali, pri dostatocne pomalych spét-
nych simuldciach, konverguji ziskané vysledky k doprednym behom. Co do istej
miery vypoveda o ich korektnosti. V pripade MD simulécii realizovanych na celom
intervale bolo ale nevyhnutné uplatnit obmedzenie na pohyb ligandu v rovine xy,
aby sa neodchylil a aby nasiel cestu do vazbového miesta na extracelularnej strane
Asx GPCR. V pripade MD simulécii realizovanych na subintervaloch sa ukazalo,
ze takyto problém nenastava (respektive, nie je taky vyrazny).

Dalej nebolo dopredu jasné, & pri spatnom pohybe ligandu do vizbového miesta
nebude dochédzat k jeho rotacii a k zaujatiu prirodzene sa nevyskytujicej kon-
formacie. Avsak, pozorovali sme, ze miniméalne u kofeinu dochddza aj v pripade
jeho nespravnej pociatocnej konformaéacie vo vizbovom mieste k jej spontannemu
skorigovaniu behom MD simulacie.

Celkovo sme ukazali, ze pri pouziti spatnych a doprednych simulécii sticasne, v
kontexte FR metddy, respektive metddy prieniku histogramov a v pripade vypoc-
tov realizovanych na subintervalech dostdvame velmi dobré vysledky. Konkrétne
pozorujeme, ze ziskany priebeh je az na malé zmeny prakticky nezavisly od pou-
zitého simula¢ného casu (od ¢ = 2ns vyssie).

Celkovo mé nés pristup velky potencidl z hladiska klasifikacie velkého mnozstva
potencialnych ligandov (v nasom pripade vygenerovanych programom Autogrow),
kedy uz len na zéklade péar rychlych simuldcii (ziskanych v priebehu niekolkych
hodin), by sme boli schopni odhadnit hodnotu viazbovej volnej energie a nasledne,
pre tych najperspektivnejsich kandidatov, priebeh AF' dalej upresnovat pomocou
vacsieho mnozstva SMD trajektorii.

Experimentdlne uréend hodnota viizbovej volnej energie kofeinu je F¢/ =
6.35 kcal/mol [3]. K tejto hodnote sa pomerne dobre priblizujeme. Avsak, je po-
trebné si uvedomit, ze v ¢asti nasich MD simulacii bola dana zhoda pravdepodobne
sposobena kancelaciou niekolkych proti sebe posobiacich nepresnosti.

V prvom rade to, ze v Casti trajektérii bol pohyb kofeinu vyrazne obmedzeny
v rovine zy, efektivne zvysuje profil volnej energie v oblasti, kedy je ligand uvol-
neny z vizbového miesta. Vdaka tomu je potrebné pocitat s takzvanou korekciou
standardného stavu (Standard State Correction, alebo SSC). T4 by znizila profil
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vazbovej volnej energie az o ~ 4 kcal/mol [23], 8].

Na druht stranu, nami pouzivana struktura A,4 GPC receptoru neobsaho-
vala solny mostik medzi aminokyselinou histidinu His264 a kyselinou glutamovou
Glu169. Ten bol pozorovany napriklad v struktire 5MPZ. AvsSak, mimo kontext
krystélovych struktir je jeho pritomnost diskutabilnd [82, [83]. Realizdcia danej
interakcie protonaciou histidinu a pootoc¢enim postranného retazca kyseliny glu-
tamovej by nepochybne niekolko kcal/mol do vysledného profilu naopak pridala.

Najpriamociarejsie porovnatelny s vysledkom experimentu je teda zrejme pro-
fil volnej energie zo simuldcie, kedy ligand nebol fixovany v rovine zy, doslo k
spontannej uprave jeho pociatocnej konformécie vo vazbovom mieste Ayyx GPC
receptoru a zaroven doslo k spontannemu vytvoreniu interakcie medzi postrannym
retazcom Glul69 a kostrou proteinu v oblasti His264. Zhoda s experimentom je
az prekvapivo dobra.

Kvantitativna zhoda medzi experimentom a vypoctami sa totiz v pripade Stan-
dardnej vazbovej volnej energie zatial bezne nedosahuje. A to ani pri pouziti Specia-
lizovanych superpocitacov, ktorych vykon vyrazne prevysuje nam dostupné zdroje
[84] a ani v pripade ovela jednoduchsich systémov, ako st konformacne flexibilné
GPC receptory, ktorych struktiury sa dari tispesne urcovat az v poslednej dekade
(iné struktiry boli vyrieSené uz v 50. rokoch). V aktudlnych krystélovych struk-
turach su extracelularne slucky GPC receptorov priamo nad vazbovym miestom
podrobené takzvanym ,crystal packing forces“ a teda st viac alebo menej defor-
mované.

V budiicom pokracovani tejto prace by sme mohli dosiahnut zlepsenie doteraj-
sich vysledkov generovanim suboru roznych pociatoc¢nych konformacii A,y GPC
receptoru, pre ktoré by sme separatne ziskali riadenou molekuldrnou dynamikou
profily volnej energie. Tieto vyvoje by sme nasledne skombinovali na urcenie final-
nej zavislosti AF.

Dalsou moznostou je fixacia receptoru (aby nedoglo k naruseniu jeho priro-
dzenej struktiry) pocas pripravnych rychlych SMD simulécii, potrebnych na ge-
nerovanie pociatoénych konformacii ligandu pre subintervalové simuldcie. Tieto
pociatocné konforméry by dokonca ani nemuseli byt generované pomocou SMD si-
mulécii. Stadilo by ligand umiestnit do vhodnych poloh pozdlz reakénej koordinéty
pomocou skriptov vo VMD a potom urobit kratke minimalizacie energie.

Okrem toho moézeme skusit aplikovat rozne druhy silovych poli a to bud na
receptor, bunkovit membranu alebo na molekuly vody. Mdzeme urobit presnejsiu
parametrizdciu nami pouzivaného ligandu pomocou ab initio vypoctov (napriklad
pomocou Force field Toolkitu). Pripadne uvazovat presun a teda reparametrizaciu
naboja v désledku zmeny konformécie ligandu [85]. Dalej si je potrebné uvedomit,
ze pouzitie konstantnych bodovych nabojov v sticasnych silovych poliach vobec nie
je idealne. Avsak, uz existuju aj polarizovatelné alternativy, samozrejme za cenu
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vyssich vypoctovych narokov (Drude [86] alebo AMOEBA [87]). Okrem toho by
bolo zaujimavym prispevkom zahrnutie anizotropie van der Waalsovskych sil (ne-
uvazovat o atémoch ako o idedlnych gulickach), ¢o by sa znacne prejavilo napriklad
v kontexte atému siry |88, [89].

Vdaka tymto a mnohym inym vylepseniam sa budeme mat moznost postupne
dostavat od semikvatitativnej relativnej zhody s experimentom ku kvantitativnej
zhode a k vylepsovaniu ziskanych vysledkov.
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5.4 Gramicidin A

Tato kapitola sa bude zaoberat riadenymi molekuldrne dynamickymi simu-
ldciami prechodu katiénu K+ i6novym kandlom Gramicidinu A (s PDB kddom
1JNO). Jeho vizualizaciu uvadzame na obrazku . Pomocou izohodnoty gaus-
sovského povrchu sme zobrazili molekuly vody (modré oblasti) a fragment lipido-
vej membrany (Sedd farba). Okrem vyobrazenia Studovaného systému uvadzame
aj medzikonfiguracie testovacieho iénu Kt (oznaceného zltou, respektive fialovou
farbou). Fialovou farbou oznac¢ujeme hranicné konfigurdcie K, z ktorych sme
uskutoctiovali simuldcie na dvoch intervaloch. Zltou farbou zase vyobrazujeme me-
dzikonfiguracie vyuzité v intervalovych simulaciach na 10 intervaloch.

Obr. 5.56: Vizualizacia jedného zo simulac¢nych prostredi Gramicidinu A

Gramicidin A obsahuje nestandardné termindlne rezidua FVA a ETA. V stu-
diach prezentovanych v literatire nie je vzdy explicitne popisané, ¢i ich autori
zahrnuli do simulovaného systému popripade, ako sa vysporiadali s ich parametri-
zaciou.

Preto sme v pocdiatoénych simuldciach pracovali s upravenou verziou Gramici-
dinu A, ktord spocivala v odstraneni nestandardnych FVA a ETA rezidui a ich na-
hradenim standardnymi patchmi. V naslednych simulaciach sme potom pracovali
aj s kompletnou verziou Gramicidinu A, pricom sme vyuzili, ze helix Gramicidinu
je dostatocne maly na to, aby mohol byt ako celok parametrizovany kniznicou
CGenFF (https://cgenff.umaryland.edu/). Oznacenie “Patch” a “Whole” v dal-
Som texte teda predstavuje upraveny a povodny/kompletny Gramicidin A.

Pre tento membranovy kanal sme v nasich simuléaciidch volili niekolko roéznych

93



typov simula¢nych prostredi. Pracovali sme s membranami typu POPC a POPE a
okrem toho sme uvazovali aj rézne velkosti pouzitych membranovych fragmentov.
Taktiez sme testovali vplyv soli KCl s koncentraciou cxc; = 0.20mol L1,

V tabulke uvadzame volby pouzitych simula¢nych podmienok, spolu s
prislichajicim poctom charakteristickych skupin atémov alebo molekul. S,,.., a
nyp oznacuje plochu fragmentu bunkovej membrany a prislichajici pocet lipido-
vych atémov. ng,s a ng4 oznacuji celkovy pocet atémov v systéme a pocet atémov
gramicidinu. ny,0 a nkc; zodpovedaju poctu molekul vody a KCI.

Tabulka 5.4: Simulacné podmienky Gramicidinu A

Gram. A | Lipidy | Spem [AQ] Nsys [ ] | Pga [ ]| 7uip [ ]| neso [ ]| nxer [ ]
Patch POPC 50x50 12089 532 5734 1941 7
Patch POPC 72x72 27787 532 15618 3879 15
Patch POPC 72x72 27847 532 15678 3879 0
Patch POPE 50x50 11363 532 5347 1828 7
Patch POPE 72x72 26721 532 14819 3790 14

Patch | POPE 72x72 26777 932 14875 3790
Whole | POPC 72x72 27733 952 15544 3879
Whole | POPE 50x50 11536 952 5500 1828
Whole | POPE 72x72 26666 952 14750 3788

o O O O

Vyssie uvedené systémy sme minimalizovali po dobu 2000 krokov. Nasledne
sme aplikovali zihanie a ekvilibraciu po dobu 20 ns.

V priebehu simulécii sme pohybovali draslikovym iénom v smere osi z har-
monickym potencidlom s tuhostou & = 20.0 kcal/mol/A2. Pohyb bol uskutoc-
neny do vzdialenosti 30 A, zo spodnej alebo z vrchnej Casti kanéla (s polohou
{0,0, 15} A).

V smere osi x a y bol pohyb K niekedy obmedzeny harmonickym potencidlom
s tuhostou £ = 20.0 kcal /mol/ A% Rovnakym potencidlom bola fixovana aj kostra
gramicidinu, aby sa zamedzilo jej rozpohybovaniu v désledku pohybu K*. V tomto
pripade bola fixacia aplikovana len v smere osi z (koreSpondujicej s osou symetrie
kandlu).

Vo vsetkych pripadoch sme po vlozeni testovacieho K (a prislichajiceho Cl~,
na ktory sme ziadne obmedzenie neuplatnili a nechali sme ho volne difundovat si-
mulovanym systémom) aplikovali dodatoénti minimalizaciu vo velkosti 10000 kro-
kov a nasledné zihanie a ekvilibraciu po dobu 6 ns.
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5.4.1 Delenie na 2 intervaly a Syem = 50x50 A’

Pociatocéné simulacie, s upravenou verziou kanalu, boli rozdelené na dva inter-
valy prislichajtice jednotlivim helixom o velkosti 15 A. Simulécie boli realizované
pre oba typy bunkovej membrany s rozmermi S,,¢,, = 50x50 A? a s koncentraciou
soli cxcr = 0.20mol L1, Ich vysledky uvddzame na (5.57a)) a (5.57b)). V prvom
pripade bol pohyb katiénu Kt v rovine xy obmedzeny, v druhom pripade nie.
Dizka simuldcii odpovedala t = 2ns a uvddzané priebehy sme ziskali pre n = 10
trajektorii.

7 hladiska farebnych oznaceni sa drzime vyssie zauzivanej konvencie. Priebeh
F oznacujeme zelenou farbou, vyvoj F» modrou a F,,, oznacujeme ¢iernou. Fialova
farba zodpoveda aproximacii metédou prieniku histogramov.

Vo vsetkych grafoch plati, ze prvy riadok zodpovedd doprednym simulacidm,
kedy K+ prechadzal na prvom intervale z pozicie {0, 0, — 15} A do polohy
{0, 0, 0} A a na druhom intervale z polohy {0, 0, 0} A do polohy {0, 0, 15} A.
Druhy riadok odpoveda vysledkom ziskanym v pripade spatnych simulacii. Treti
riadok je produktom aplikacie FR metody na predchadzajice dva subory. Na stvr-
tom riadku sme pre skvalitnenie priebehov aplikovali symetrizaciu okolo stredu
Gramicidinu (vzhladom k jeho priestorovej symetrif).

V pripade metody prieniku histogramov sme symetrizaciu zahrnuli priamo do
pouzitého kodu, kvoli comu ju neuvadzame v prechadzajicom riadku.

Naopak, priebeh F, sme sa v poslednom riadku rozhodli vynechat, lebo ne-
déava rozumné vysledky. Obdrzany vyvoj javi len minimalne znamky symetrie voci
stredu kanalu a prudko osciluje. Toto zlyhanie bolo zapri¢inené nedostatkom stre-
dovanych trajektérii a ich velkym rozptylom v désledku znacnej rychlosti vykona-
vanej simulacie.

Celkovo ziskané vysledky nejavia ziadne vyznamnejsie rozdiely medzi roznymi
typmi pouzitych lipidov. Ziadne vyraznejsie zmeny nesposobila ani fixacia pohybu
K™ v smere osi x a v.
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5.4.2 Delenie na 2 intervaly a S,,em = 72x72 A?

Na obrazkoch a uvddzame v 1. a 4. stlpci vysledky pre bun-
kovi membranu POPC a POPE o rozmeroch S, = 72x72 AQ, za analogickych
podmienok ako v predchadzajicej podkapitole pre S, = 50x50 S/ porov-
nania s predchadzajicou kapitolou je zrejmé, ze zmena plochy bunkovej mem-
brany S,,e,» nemala na simulacie s lipidmi typu POPC prakticky ziaden zavaznejsi
vplyv. Avsak, medzi vysledkami “POPC” a “POPE” si mézeme vSimnut znacny
rozdiel, ktory po symetrizacii pre FR metédu predstavuje az =~ 20 kcal/mol (pri
vyhodnoteni metédou prieniku histogramov a F,, sme taky vyrazny pokles ne-
zaznamenali). BlizSou analyzou sme zistili, Ze tento rozdiel nebol sposobeny inou
kompoziciou membrany (ako napovedaju aj vysledky z predchadzajucej kapitoly
pre Spem = H50x50 AQ), ale pritomnostou iénov soli KCl. Pozorovali, sme ze v jed-
nej z rovnovaznych medzikonfiguracii doslo k asociacii C1~ s vnttornymi koncami
helixov Gramicidinu A (ktoré boli v upravenej verzii gramicidinu kladne nabité).
Vdaka tomu mal dany anién znac¢ny vplyv na priebeh AF| kedze efektivne tienil
elektrostatické posobenie nabitych koncov na testovaci katién K. Okrem toho
sme pozorovali, ze dochédzalo k asociacii katiénov K+ so vstupom kandla, ¢o
taktiez skreslovalo vyvoj AF.

Vzhladom na tieto vplyvy sme sa rozhodli odstranit dodato¢ne pridané iény a
uvazovat len pritomnost solventu (2. a 5. stipec - “no ions”).

Dalej, ako sme uviedli v kapitole , by dany kanal mal byt pre aniény
nepriepustny a teda by malo byt velmi nepravdepodobné, aby sa C'l~ dostal az do
jeho stredu. Z toho dovodu sme usudili, ze aplikované koncové patche nie st vobec
korektné a rozhodli sme sa ich odstranit a prinavratit nestandardné terminalne
rezidud FVA a ETA (3. a 6. stipec - “whole channel”). V pripade tejto povodnej
verzie Gramicidinu A vidime vyrazné znizenie maximalnej hodnoty AF (podobne
ako predtym, v kontexte tienenia kladne nabitého koncového patchu pomocou
Cl7). Tento vysledok je rozumny, kedze plné struktira Gramicidinu A sa vyznacuje
elektroneutralnymi koncami helixov.
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5.4.3 Delenie na 2 intervaly a Spem = 72x72 A% - 10x10
trajektorii

Dalej sme urobili dodatoéné simuldcie (100 trajektérii) uréené na odhadnutie
rozptylu predtym ziskanych dat s povodnou verziou Gramicidinu A. Vsetky boli
urobené na dvoch intervaloch pre S,,c,, = 72x72 A2, POPE a bez pritomnosti soli.
Harmonicky potenciél pdsobil na K™ len v smere osi z. Celkovy simula¢ny cas
zodpovedal t = 2 ns.

Symetrizované FR aproximacie priebehu AF' uvddzame na obrazkoch a
. Pozorujeme, ze priebeh F; mé rozptyl ziskanych kriviek (v zmysle rozdielu
maximalneho a minimalneho vyvoja) priblizne vo velkosti ~ 2kcal/mol. Fi,, vy-
kazuje rozptyl vo velkosti &~ 2 — 3 kecal /mol, ¢o nie je prekvapivé vzhladom na nizke
n = 10. Taktiez pozorujeme vyrazny rozptyl ziskanych trajektorii v pripade me-
t6dy prieniku histogramov, ktory dosahuje hodnot ~ 6 —7 kcal /mol. Tieto rozdiely
st pravdepodobne spdsobené zlou kvalitou ziskanych histogramov (znova vzhla-
dom k nizkemu n = 10). Kvalita Fy bola, tak ako predtym, velmi zla, kvdli comu
ju vobec neuvadzame.
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Obr. 5.60: Priebehy F a Fi,, pre Obr. 5.61: Metdda prieniku
t=2nsan=10 histogramov pre t =2ns an = 10
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5.4.4 Delenie na 10 intervalov a S,,,c;, = 72x72 A?

V tejto podkapitole uvedieme vysledky zo simulacii na 10 intervaloch (s velkos-
tou 3 A). Di7ka simuldcif na jednotlivych intervaloch bola 15ns s celkovym ¢asom
t = 150 ns. Ich tcelom bolo ¢o najlepsie aproximovaft rovnovazny vyvoj AF.

Vysledky, ktoré sme pocas tychto simulacii ziskali uvadzame v pripade pou-
zitia FR met6dy na grafe . V grafe ([5.63) zase uvadzame priebehy ziskané

pouzitim metddy prieniku histogramov.

15
10+
= 3 10!
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— — 5 L
S ~
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-20 -10 OQ 10 20 -20 20
d [A]
Obr. 5.62: Priebehy Fi, Fy a Fy,y, pre Obr. 5.63: Metdda prieniku
t=150nsan=10 histogramov pre ¢t = 150ns a n = 10

V porovnani s grafmi a mozeme vidiet, ze pouzitim 10 intervalov
a predlZenim simula¢ného ¢asu sa kvalita ziskanych aproximdcii vyrazne zvysila.
Konkrétne pozorujeme, zZe je uz pouzitelnd aj Fy, ale zaroven aj zmensenie rozptylu
ostatnych aproximacii. V pripade Fi a F,,, vidime, Ze doslo k redukcif priblizne na
hodnotu = 1 kcal /mol. Metdéda prieniku histogramov vykazuje poloviéni redukciu
na ~ 3 — 3.5 kcal /mol.

Napriek vyraznému zlepseniu je ale nutné si uvedomif znacnii narocnost rea-
lizovanych simulécii. Konkrétne sme museli na zredukovanie rozptylu aproximacii
AF' na polovicu vykonat 75-nasobne dlhsie simuldcie s 5-ndsobnym mnozstvom
pouzitych intervalov. Okrem toho pozorujeme, zZe metoda prieniku histogramov
(pri nizkom n = 10) systematicky nadhodnocuje vysledky ziskané zo zvysnych
aproximacii.
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5.4.5 Aproximacia rovnovazneho priebehu

Poslednou mnozinou realizovanych vipoc&tov boli 4 simulécie o dizke ¢ = 500 ns
na dvoch intervaloch s lipidmi typu POPE a S, = 50x50 AQ, s povodnou verziou
gramicidinu A a bez vyskytu dodato¢nych iénov soli KCI.

Pomocou separatnych trajektorii sme sa snazili ziskat vyvoje, ktoré by s rozum-
nou presnostou aproximovali rovnovazny priebeh AF. Prvotnd myslienka predpo-
kladala pouzitie FR metédy (na prienik histogramov sme nemali dostatok trajek-
torii). Avsak, v pripade, ked sme sa ku gramicidinu priblizovali z vonkajsej strany
doslo k vzdjomnému vzdialeniu sa daného kandla a K a k prechodu K+ priamo do
lipidovej dvojvrstvy. Dovodom bola pomala rychlost pohybu virtualneho atému a
volnost membréanového kandla a testovacieho iénu K+ z hladiska pohybu v rovine
xy.

Kvoli tomu sme pouzivali len vysledky ziskané pocas doprednych a spéatnych
behov vychadzajicich zo stredu gramicidinu. Tieto priebehy mozeme vidiet na
grafe . Je zrejmé, ze uvadzany vyvoj je este pomerne daleko od rovnovaz-
neho. Avsak, okrem jednej trajektérie sa maximalna hodnota W pohybuje okolo
~ 7 — 8kcal/mol. Ziskanie tychto vysledkov bolo zna¢ne vypoc¢tovo narocné, ale
vidime, Ze zvySenie poctu stredovanych trajektérii n alebo poctu intervalov, by
pravdepodobne viedlo k trajektoridm v dobrej zhode s vyvojom AF.

10

Sim.

W N = O

F [keal /mol]

Obr. 5.64: Vyvoj W prechodu K™ gramicidinom pre ¢ = 500 ns
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5.4.6 Zhrnutie a diskusia

Gramicidin A je velmi oblibeny modelovy systém, ktory bol pomocou vypoc-
tov skiimany prvy krat uz v roku 1984 [90]. Motivaciou pre nase vypocty boli do
znacnej miery zjavné rozdiely v profiloch volnej energie, ktoré boli v toku casu
prezentované v literature. Vysledky, ktoré sme ziskali v pripade povodnej verzie
ibnového kanalu Gramicidinu A st vo velmi dobrej zhode s vysledkami uvadza-
nymi v pracach [6] (nerovnovazne SMD simulécie) a [23] (rovnovdzne MD a me-
téda US). Vysledky, ktoré sme ziskali v pripade upravenej verzie iénového kanalu
Gramicidinu A sa naopak blizia vysledkom zo studii [91, 92] (nerovnovazne SMD
simulécie).

Ako najpravdepodobnejsie vysvetlenie pre nestlad vo vysledkoch vyssie uvede-
nych studii sa nam teda teraz javi pouzitie roznych verzii Gramicidinu A réznymi
autormi.

Okrem toho nam naakumulované trajektérie umoznili dalej otestovat vyhody
a obmedzenia aproximacii pouzivanych pri vypoctoch volnej energie.

V pripade pociatocénych vysledkov, ktoré sme pre Gramicidin uvadzali, sme po-
zorovali vyrazné zlyhanie aproximacie AF' ziskanej rozvojom Jarzynského identity
do druhého kumulantu F5. Ako sme ale videli, so zvysenim simula¢ného casu a
poctu pouzitych intervalov sa tato aproximéacia znacne zlepsila. Z toho vyplyva, ze
pozorované zlyhanie bolo zapri¢inené nedostatkom stredovanych trajektorii a ich
velkym rozptylom v dosledku znac¢nej rychlosti vykonavanej simulacie.

V pripade vyvojov, ziskanych pocas tienenia kladného néboja v strede upra-
venej verzie Gramicidinu pomocou Cl~, sme pozorovali nekonzistenciu vysledkov
ziskanych metédou FR, F,,;, a prieniku histogramov. Z hladiska F,,, tento vyvoj
nie je az tak prekvapivy, vzhladom na citlivost exponencialneho stredovania na vy-
chylené trajektorie. V pripade metddy prieniku histogramov je ale tento vysledok
zaujimavejsi, aj ked je pravdepodobne sposobeny nekvalitnym popisom distribucii
Pr/r(£W) charakterizovanymi len 10 trajektoriami.

Pri porovnani doprednych a spatnych simuldcii sme pre rozne verzie Gra-
micidinu pozorovali nezanedbatelné rozdiely v charaktere daného vyvoja. Tieto
odchylky st zapri¢inené pritomnosfou kladne nabitych koncov helixov upravenej
verzie kanalu. Pri vstupe do kanala musime kvoli elektrostatickej repulzii konat
znacné mnozstvo préace, aby sme sa k tymto koncom priblizili. Nasledne, ndm ale
po prechode touto oblasfou, spominana repulzia kompenzuje cast vykonanej prace,
vdaka ¢omu sa hodnoty F1 a Fexp uz vyraznejsie nemenia.

Tak, ako v predchadzajuicich castiach pozorujeme, ze vysledky, ziskané meto-
dou prieniku histogramov st porovnatelné s vysledkami ziskanymi aplikaciou FR
metddy. Avsak, nizka kvalita pouzitych histogramov sa v pripade vysledkov pre
“POPC” pre Spem = 72x72 A a pre “POPE” pre S, = 50x50 A’ prejavuje
vo vyraznych nespojitostiach v priebehu danych zavislosti. Da sa ocakavat, Ze so

103



zvysSenim poctu stredovanych trajektérii dojde k zlepseniu uvadzanych priebehov.

Vlnenie, pritomné vo vsetkych priebehoch, je dosledkom helikélnej struktiry
kandlu. Jednotlivé lokdlne ndrasty st sposobené prechodom K+ okolo zavitu he-
lixu a vzajomnou interakciou so zdpornym parcialnym nabojom 6— kyslikovych
atéomov, zodpovednych za selektivitu kandlu.
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5.5 Iénovy kanal TRPM2

Ako poslednému sa budeme v tejto kapitole venovat iénovému kanalu TRPM?2.
Konkrétne sa budeme snazit urcit, ¢o najlepsiu aproximéaciu priebehu volnej energie
AF prechodu vapnikového iénu Ca®t v pripade, Ze pracujeme s otvorenou, respek-
tive so zatvorenou konformaciou tohto kanalu. Vizualizaciu otvoreného TRPM?2

kanédlu uvadzame na obrazku ([5.65).

Obr. 5.65: Vychodzie konfiguracie Ca®*
intervalovych simulécii kanalu TRPM2

Zltou farbou oznacujeme aminokyseliny Asn997 a Asnl064 prislichajice k
filtru selektivity a spodnej brane TRPM2. Pre lepsiu prehladnost sme jednu z
jednotiek tetramérneho usporiadania nevykreslovali.

Okrem implicitnej reprezentacie vodnej obalky a zobrazenia bunkovej mem-
brany uvadzame na obrazku (5.65)) aj medzikonfiguracie prechiadzajiceho vapni-
kového i6nu, ktorym sme pohybovali na vzdialenosti 75 A, s parametrom tuhosti
harmonického potencidlu virtudlneho atému k& = 20.0 kcal/mol/ A®. Fialovou far-
bou st oznacené polohy Ca?*, ktoré odpovedaji hraniénym stradniciam a polohe
s nulovou komponentou na osi z. Uvadzané medzikonfiguracie oznacujui polohy
vapnikového ionu pouzité v pripade realizacie simulacii na intervaloch.

V tomto pripade sme sa museli kvdli jeho zna¢nym rozmerom (=~ 30000 atémov)
obmedzit na a-helixy S5 a S6, ktoré v tetramérnom usporiadani tvorili oblast
poéru, ktorym dochadza k prechodu iéonov kandlom. Pokial by sme toto obmedzenie
nezaviedli, tak by sme ziskali systém s celkovou velkostou = 500000 atémov, ¢o
bolo z hladiska vypoctovych narokov netinosné.
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Helixy S5 a S6 sme vlozili do fragmentu bunkovej membrany typu POPC o
rozmeroch 95x95 A” a nésledne solvatovali vrstvou vody o hritbke 6 A (na oboch
strandch membréany). Po ekvilibra¢nych behoch sme ale zistili, ze tato hrubka nie
je dostatocna a dochadza k vzajomnému ovplyviniovaniu sa periodickych obrazov
a nartsaniu profilu volnej energie prechodu Ca?* systémom. Vzhladom k tomu,
sme sa rozhodli zostavit novy systém s vrstvou vody o hribke 9 A pre zatvorent
konforméciu (s PDB kédom 6DRK) a 13 A pre otvorent (s PDB kédom 6DRJ).

Dovodom tejto volby bolo pozorovanie, ze v pripade otvorenej konformacie
je vzajomné ovplyvnovanie sa periodickych képil vyraznejsSie. Zaroven sme cheeli
dosiahnut, aby otvorenej a zatvorenej konformacii odpovedal priblizne rovnaky
pocet molekil vody a teda aj rovnaka vypoctova narocnost. Vysledky, ktoré sme
ziskali z prvotného usporiadania, kvoli ich technickym problémom a kvoli ich nizkej
kvalite, z dévodu vysokych simula¢nych rychlosti (15 Ans~!), neuvadzame.

Vzhladom na nizku kvalitu vysledkov ziskanych v prvotnych simuldcidach sme
tieto simulécie realizovali na 15 intervaloch o velkosti 5 A. Na jeden interval sme
vyhradili simulacny cas o velkosti ¢ = 15 ns.

Potencialom s hodnotou parametra tuhosti k£ = 20.0 kcal/mol/ A% boli fixované
aj C, uhliky a-helixov. Vzhladom na vymazanie znacnej casti kanala sme ale volili
fixdciu v smere vSetkych sturadnicovych osi, aby nedoslo k rozpadnutiu pozoro-
vaného usporiadania. Respektive, aby nedoslo k zaujatiu biologicky neexistujucej
konformacie, kedy by stacila len mald zmena polomeru kanéla na zna¢nii zmenu
priebehu volnej energie.

V oboch pripadoch sme systém neutralizovali pridanim siedmych atémov Ca?*
(okrem testovacieho vapnikového katiénu).

V pripade zatvorenej konformacie bol celkovy pocet atémov 60745. Z toho
11652 castic tvorili molekuly vody a 9052 atémov tvorilo tetramér péoru TRPM2.
Fragment bunkovej membrany bol tvoreny 16729 atémami. Vysledna simulac¢na
bunka mala rozmer {z, y, 2z} = {98.870, 95.747, 85.384} A.

Otvorend konformécia mala celkovo 61265 atémov. Z toho 12138 molekul tvo-
ril solvent a 9052 atémov prislichalo ku TRPM2 helixom. Fragment bunkovej
membrany pozostaval z 15791 atémov. Vysledna simula¢nd bunka mala rozmer
{x,y, 2} = {98.870, 95.747, 86.879} A.

V oboch pripadoch sme simulované systémy minimalizovali v 2000 krokoch.
Nésledne sme systém podrobili zihaniu na 7" = 300 K a ekvilibracii po dobu 11 ns.
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5.5.1 Dopredné a spatné simulacie

Vysledky, ktoré sme ziskali pocas simulacii na 15 intervaloch s celkovym si-
mulaénym ¢asom o hodnote t = 225ns a dlzkou trajektérie vo velkosti d = 75 A
uvadzame v grafoch (5.66) az (5.69)). Pre obe konformacie sme robili Styri série
simulécii po n = 10 trajektorii.

Rychlost, akou sme pohybovali iénom Ca?" je pre tento systém este stdle prilis
vysoka, kvoli ¢omu st priebehy jednotlivych simula¢nych protokolov zna¢ne nerov-
novazne a teda z hladiska urcenia priebehu volnej energie nemaju velka vypovedni
hodnotu.

F [kcal /mol]
F [kecal /mol]

Obr. 5.66: Dopredné simulacie tranzitu ~ Obr. 5.67: Spétné simulacie tranzitu
Ca?* uzavretym kanalom TRPM?2 Ca®" uzavretym kanalom TRPM?2
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Obr. 5.68: Dopredné simulacie tranzitu  Obr. 5.69: Spéatné simulécie tranzitu
Ca*" otvorenym kanalom TRPM?2 Ca** otvorenym kanilom TRPM2
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5.5.2 FR metoda

Vyrazne lepsie vysledky sme ziskali pomocou FR metody, ziskané kombinaciou
doprednych a spatnych behov, ktoré uvadzame na obrézkoch (5.72)) a (5.73).
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Obr. 5.70: FR metdda pre tranzit Ca®>" Obr. 5.71: FR metdda pre tranzit Ca?*
otvorenym kanalom TRPM2 uzavretym kanadlom TRPM?2

5.5.3 Metoda prieniku histogramov

Tak, ako vo vécsine predchadzajucich pripadov vidime, Ze vysledky, ktoré sme
ziskali metodou prieniku histogramov st velmi podobné vysledkom ziskanym FR
metddou. Spominané grafy mozeme vidiet na obrazkoch (5.72)) a (5.73)).
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Obr. 5.72: Metdda prieniku Obr. 5.73: Metéda prieniku
histogramov pre tranzit C'a*" histogramov pre tranzit C'a®"
otvorenym kanalom TRPM2 uzavretym kanadlom TRPM?2
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5.5.4 Vlastnosti ziskanych aproximacii

Pokial porovname priebehy v pripade otvorenej konformécie s priebehmi zis-
kanymi pre uzavreti konforméaciu, tak vidime vyrazné rozdiely v energetike da-
ného procesu. V prvom rade, prechod iénu oblastou okolo hodnoty d = —20 A je
pre otvorentu konfiguraciu bezproblémovy, nepozorujeme Ziadne vyraznejsie zmeny
priebehu AF. Dokonca pozorujeme jej jemny pokles (teda tento proces je este
podporovany). Na druhej strane, pre uzavretu konformaciu pozorujeme vyrazné
maximum AF o velkosti ~ 10 kcal/mol. Hlavné maximum je nasledované mensim
pikom, ktory dosahuje hodnoty =~ 6kcal/mol. Tieto piky odpovedaji takzvanej
spodnej brane kandlu (ktord je pre tuto konforméciu uzavretd), skladajicej sa
z dvoch ¢asti tvorenych aminokyselinami asparaginu 1064 (hlavné maximum) a
glutaminu 1068 (vedlajsie maximum). Znazornenie danej struktiry, spolu so spo-
minanymi aminokyselinami uvadzame na obrazku . MoézZeme si vSimnuf, ze
— N H, konce asparaginu a glutaminu sa orientované do stredu kanalu, v doésledku
¢oho dochadza k posobeniu parcialneho 6+ naboja vodikov na vapnikovy kation,
naslednému odpudzovaniu a pozorovanému zvyseniu priebehu volnej energie. Roz-
dielom oproti otvorenej konformacii je fakt, ze po uzavreti dochadza k priblizeniu
danych aminokyselin a v dosledku elektrostatického odpudzovania k efektivnemu
uzavretiu kanala.

Obr. 5.74: Vizualizacia spodnej brany  Obr. 5.75: Vizualizacia filtra selektivity
uzavretého TRPM2 kanélu otvoreného TRPM?2 kanalu

V oblasti okolo hodnoty d = 0A pozorujeme v pripade oboch konformécii
narast volnej energie. Tato zmena je pre obe konformacie priblizne rovnaka a od-
poveda prechodu iénu filtrom selektivity. Ten je zodpovedny za Specificitu kandlu
(ako sme spominali v kapitole (1.5))) a v tomto pripade ho charakterizuje aminoky-
selina asparaginu 997. Ako uvadzame na obrazku , — N H, konce asparaginu
su orientované do stredu kanalu, analogickym sposobom, ako pre spodnt branu. To
znova vdaka elektrostatickému odpudzovaniu sa parcialneho 6+ naboja vodikov a
vapnikového kationu vedie k pozorovanému zvyseniu priebehu volnej energie. Po-

109



cas prechodu z otvorenej do uzavretej konformacie nedochadza k vyraznejsej zmene
struktury filtra, ¢o vedie k zachovaniu spominanej zmeny AF v oboch priebehoch.
Mensi pik, ktory pozorujeme pred prechodom cez dany filter, je pravdepodobne
zapri¢ineny pritomnostou aminokyselin threoninu 1000, nachadzajicich sa v tesnej
blizkosti.

Okrem vyssie uvedenych charakteristik pozorujeme v oblasti d ~ 10 — 30 A
prudké zvysenie hodnoty volnej energie (hlavne v kontexte otvoreného kanédla).
Tato zmena je zapri¢inend pritomnostou velkého mnozstva zaporne nabitych aspa-
ragovych a glutamovych kyselin vo vonkajsej oblasti TRPM2. Spominané amino-
kyseliny pritahuji testovaci ién Ca®*, &m spdsobuji pozorované zmeny vo volnej
energii. Ich pozicie mézeme vidiet na obrazku .

Obr. 5.76: Vizualizacia extracelularnej strany otvoreného TRPM2 spolu s
aminokyselinami Glu a Asp

Dalej v tejto oblasti pozorujeme zvysSenie rozptylu ziskanych zavislosti. V pri-
pade otvorenej konformécie k nemu doslo v dosledku pritomnosti vapnikovych
ionov (nutnych k neutralizacii systému) pred filtrom selektivity. Ich vzdialenost
od testovacieho katiénu bola len niekolko A, ¢o viedlo k repulzii a ovplyvneniu
charakteru jednotlivych trajektorii.

V kontexte zatvorenej konformacie sa zvysenie rozptylu aproximacii AF preja-
vuje este pred prechodom cez filter selektivity. A to v podstate hned po prechode
spodnou branou kandla (Co ale pri vyhodnoteni metédou prieniku histogramov
nie je tak vyrazné). Okrem analogického vplyvu dodato¢nych vépnikovych i6nov
pred filtrom selektivity sa v tomto pripade uplatiiuje, Zze prechddzame Ca?*t i6-
nom uzavretou spodnou branou. Tento prechod je znacne energeticky naroc¢ny,
kedy aminokyseliny brany pdsobia na Ca?t repulzivne. Vzhladom na to, Ze ich
postranné refazce nie su rigidné ma toto posobenie za nasledok zvysenie rozptylu
ziskanych trajektorii (ako vidime na vyssie uvedenych grafoch).
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5.5.5 Zhrnutie a diskusia

Pocas simulécii bola na pér iénového kanéla aplikovana fixacia C, uhlikov, aby
nedoslo k rozpadnutiu danej struktiry s obmedzenym poctom a-helixov. Z toho
dévodu sme (okrem fixdcie C'a®T v rovine xy) vnasali do systému dodatoc¢nti rigi-
ditu. D4 sa predpokladat, ze jej vplyvom bude zvysenie niektorych potencialovych
bariér a to hlavne v pripade uzavretého kanalu pri prechode C'a** spodnou branou.

Uvolnenie spominanych atémov by mohlo viest k upraveniu konforméacie a-
helixov (konkrétne k oddialeniu postrannych retazcov asparaginu a glutaminu)
pocas prechodu Ca®*, ¢fm by sa znizila pozorovand hodnota potencidlovej bariéry
a zaroven by sa mohol zmensit aj rozptyl aproximacii AF'.

Vdaka tomu sa naskytuje dalSia moznost studia tohto systému, kedy by sme
bud rozsirili studovani oblast (¢o by ale viedlo ku zna¢nému zvySeniu vypoctovych
narokov), ¢im by sme potencidlne mohli zmensit mieru aplikovanych restrikeii.

Alebo by sme mohli prejst k fixacii len niektorych casti poru, ktoré nezohravaju
az tak vyznamnu ulohu z hladiska celkového priebehu AF, avsak by zabezpecili
zachovanie globalnej struktiry a-helixov.

DalSou moznostou, ktorou by sme mohli dosiahnut mierne zlepsenie pozorova-
nych vysledkov, by bola zmena soli, pomocou ktorych sme neutralizovali simulo-
vany systém. Konkrétne by sme namiesto C'a*" mohli pouzit sodikové Na* kationy.
Tie by potencidlne mohli zabezpecit rovnomernejsie rozlozenie ndboja a zmensit
mieru rozptylu ziskanych aproximacii AF.

Kazdopadne, realizované MD simulacie umoznili odlisit otvoreny a uzavrety
stav kanalu. Tento postup je teraz mozné aplikovat na dalsie TRP kandly, ktorych
je celkovo priblizne tridsat. Dalej je mozné studovat vplyv bodovych mutécif ami-
nokyselin experimentélne skiimanych v FgU AVCR alebo vzniknutjch v désledku
takzvanych single-nukleotidovych polymorfizmov v genémoch pacientov a identi-
fikovanych vo FNHK. Okrem toho je mozné studovat vplyv znamych inhibitorov
TRP kanélov a to ¢i uz na baze malych molekil alebo najréznejsich toxinov, na
priechod iénu kandlom. Pomocou softwarového balika AutoGrow je potom mozné
takéto malé molekuly vygenerovat a ich vizbové schopnosti preverit pomocou MD
simulécii.
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Zaver

V predlozenej diplomovej praci sme aplikovali nerovnovazne SMD simulacie a
rozne metédy pre urcenie profilu volnej energie na modelové, ako aj medicinsky
zaujimavé systémy.

o Pomocou SMD simulacii sme urcili profil volnej energie pocas foldingu, res-
pektive unfoldingu (Ala)ip vo védkuu. Ziskané priebehy sme vyhodnotili po-
mocou Jarzynského identity a jej kumulantov, FR met6dy a metédy prieniku
histogramov. Okrem otestovania vyhod a obmedzeni uvadzanych metéd sme
testovali aj vplyv rozdelenia simulécii na podintervaly. Vysledky jednotlivych
metod a pristupov sme porovnali navzajom, ako aj s vysledkami obdobnych
studif v literattre 6, 8, 9 [12], (66, [78]. V pripade rychlejsich spatnych simula-
cii sme sa stretli s vyskytom dvoch réznych mechanizmov zbalovania (okrem
a-helixu aj do neusporiadanej, respektive vlasenkovitej konfigurécie).

 Analogicky sme $tudovali folding a unfolding (Ala);o vo vodnej obalke. Po-
zorovali sme, ze ani v jednej zo spatnych simulédcii nedochéadzalo k zbaleniu
sa do helikalnej konfiguracie. Pomocou extrémne dlhych (2000 ns) trajektérii
sme ziskali referencnt krivku profilu volnej energie. Ukazali sme, Ze jej prie-
beh ide pomerne dobre aproximovat pomocou velmi malého poctu (2x10)
velmi kratkych (2ns) doprednych a spéatnych trajektérii, pokial si realizo-
vané na desiatich podintervaloch (teda ako 2x10x10 behov o dlzke 200 ps).
Nas pristup je efektivnejsi ako ASMD a FR-ASMD metédy prezentované v
literattre [7 [79].

« Pomocou metodiky otestovanej na modelovom systéme (Ala);o sme uréili
profil vizbovej volnej energie ligandu pro komplex As4 adenozinového GPC
receptoru s kofeinom (vo vodnom prostredi a po vlozeni do fragmentu bun-
kovej membrény). Otestovali sme vplyv réznych simulaénych podmienok na
vysledny profil (fixacie ¢i uvolnenie kofeinu v rovine xy, zvysenie miery fixécie
Aga adenozinového receptoru, pritomnost analdgie solného mostika His264
a Glul69). Zistili sme, ze aplikdciou metédy prieniku histogramov, respek-
tive FR metédy dostavame najkvalitnejsie vysledky. Zaroven sme videli, ze
v intervale od 2ns do 150ns st zmeny vyvoja danych aproximécii AF' len
minimalne. So znizenim poctu stredovanych trajektérii bola hodnota rozp-
tylu ziskanych vyvojov & 2 kcal/mol. To umoznuje vyuzitie daného postupu
pre rychle urcenie najperspektivnejsich ligandov z nejakého vacsieho siboru
(vygenerovaného napriklad pomocou softwarového balika AutoGrow).

e Dalej sme pomocou nerovnovaznych SMD simulécii studovali priechod iénu
modelovym membranovym kandlom Gramicidinom A. Ziskané priebehy sme
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znova vyhodnotili pomocou Jarzynského identity a jej kumulantov, FR me-
tody a metddy prieniku histogramov. Okrem otestovania vlastnosti uvadza-
nych metéd sme znova testovali vplyv rozdelenia simulacii na podintervaly.
Zaoberali sme sa ale aj vplyvom roznych kompozicii membrany, pritomnosti
iénov soli K C!l a vplyvom tprav koncovych aminokyselin monomérnych jed-
notiek Gramicidinu A na profil volnej energie tranzitu testovacieho iénu K.
Zmena kompozicie membrany sa ziadnym vyraznejSim sposobom neprejavo-
vala. Pritomnost iéonov soli K C'l vnasala do systému artefakty, ktoré skreslo-
vali ziskany vyvoj. Uprava koncovych aminokyselin monomérnych jednotiek
mala znac¢ny vplyv na ziskané bariéry v dosledku elektrostatickej repulzie
s K a pravdepodobne vysvetluje rozdiely vo vysledkoch prezentovanych v
literattre [6] 23, 9T, [92].

Nakoniec sme pomocou metodiky otestovanej na modelovom systéme Gra-
micidinu A urdili profil volnej energie tranzitu testovacieho iénu Ca** cez
otvoreny a uzavrety kanal TRPM2. Napriek vysokému simulacnému casu
(t = 225ns) neboli vysledky z doprednych a spatnych simuldcii pouzitelné
samostatne. Najlepsie vysledky sme ziskali aplikdciou FR metody, respek-
tive metody prieniku histogramov. Charakterizovali sme povod pozorovanych
energetickych bariér (prechod filtrom selektivity a dolnou branou). Dany
postup vyuzijeme pre interpretaciu vplyvu bodovych mutacii aminokyselin
(realizovanych in vitro vo FgU AVCR alebo identifikovanych, ako dosledok
polymorfizmov v gendéme pacientov vo FNHK) na aktivitu réznych TRP ka-
nalov.
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A. Parametrizacia adenozinu
pomocou Force field Toolkitu

A.1 Volba pocdiatocnej struktary

Prvym krokom predchadzajicim parametrizacii adenozinu bola volba jeho po-
¢iatocnej konfiguracie. Vzhladom na jeho struktiru pripadali do tvahy dve vy-
znacné konformacie, konkrétne sym- alebo anti-konformacia, ktoré uvadzame na
obrézkoch a [93]. Dalej bolo potrebné uréit, orientdciu OH skupin na
uhlikoch C2" a C3'. Teda, ¢i bude medzi nimi dochadzat k vytvoreniu vodikovej
vazby a aky bude jej smer. Do tivahy pripadali konfiguracie uvedené na obrazkoch

(A3), (A1) a (A5).

Obr. A.1: Anti-konformacia Obr. A.2: Sym-konformacia
adenozinu adenozinu

Volba medzi sym- a anti-konforméciou bola urobena na zaklade konformacie
vo viazbovom mieste A4 adenozinového receptora (kde sa bude dand molekula si-
mulovat). Ako referenciu sme pouzili MD simuléciu, kde sa pouzivala menej presna
parametrizacia na zédklade analdgie s inymi molekulami. Po analyze trajektorie s
dlzkou 1 ns (zapis bol kazdé 2 ps) sme urcili, ze vo vizbovom mieste sa vyskytovala
len anti-konformaécia a teda sme ju zvolili ako poc¢iatoéni konfiguraciu.
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Obr. A.3: Vodikova Obr. A 4: Obr. A.5: Vodikova
vazba od OH?2' ku Konformacia bez vazba od OH3' ku
OH3 vodikovej vazby OH2

Orientaciu OH skupin sme uréili pomocou analyzy vyskytu vodikovych vézieb
vo vyssie spominanej simuldcii (programom VMD [74]). Ako cutoff vzdialenosti
O a H sme zvolili 3A a uhol O — H — O bol maximélne 66°. Tieto parametre
dobre koresponduju s tvorbou vodikovej vazby medzi volnym elektronovym pa-
rom atému kyslika a vodikom na druhej OH skupine. Na zéklade tychto kritérii
sme zistili, ze vodikova vazba uvedena na obrazku sa vyskytovala s 48.40%
pravdepodobnostou. Opacna konformécia bola zastipena len v 1.00% pripadov a
zvysnych 50.20% sa véazba nevyskytovala.

S vyuzitim tychto informacii sme za pociatocnu orientéciu zvolili usporiadanie
na obrazku . Samozrejme, bolo by taktiez opravnené zvolif orientéciu bez
vodikovej vazby, avsak ta by bola pocas parametrizacie nestabilna a pre jej zacho-
vanie by sme museli zafixovat niektoré dihedrélne uhly. Z toho dévodu (vzhladom
na porovnatelné zasttpenie) sme zvolili konforméaciu .

A.2 Optimalizacia geometrie

Dalsfm krokom bola kvantovo-mechanickd optimalizicia geometrie molekuly
pomocou programu Gaussian [94], na irovni MP2/6 — 31Gx. Route sekcia vstup-
ného suboru bola v tvare

# MP2/6—31Gx Opt=(Redundant) freq SCF=Tight
Geom=PrintInputOrient

Po ukonceni vypoctu sme dosiahli stav bez imaginarnych frekvencii (s energiou
—960.73 Ha), ktory uvadzame na obrazku (vizualizécia bola urobend v prog-
rame GaussView). Na tomto obrazku je uvedené aj ocislovanie danych atémov,
ktoré budeme neskor pouzivat.
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Obrazok (A.7) este zobrazuje prelinanie pociatoénej a optimalizovanej Struk-
tary. Vidime, ze vzajomna zmena je len minimalna a najviac sa prejavuje v pripade
vodikovej vazby medzi skupinami OH2 a OH3'.

Obr. A.6: Optimalizovana struktiara ADN

Este pred optimalizaciou sme museli priradit jednotlivym atémom ich typ na
zéklade silového pola CGenFF (na vygenerovanie .psf suboru s charakterizaciou
topolégie danej molekuly). Jednému chemickému prvku moze prislichat niekolko
atomarnych typov, podla toho s akymi atémami tvori vazby. V tabulke uva-
dzame znacku prvku s ¢islom konzistentnym s obrazkom (|A.6)) a jemu prislichajuici
typ urceny v silade s CGenFF [49].

Tabulka A.1: Charakterizacia atémov adenozinu pomocou konvencie CGenFF

Atém | At. typ | Atom | At. typ || Atém | At. typ | Atom | At. typ

N1 | NG2R62 N9 | NG2R62 || C17 | CG3Ch1 || H25 | HGP1
C2 | CG3C51 || H10 | HGR52 018 | OG3C51 || H26 | HGA1
C3 | CG2R64 | C11 | CG2R64 || C19 | CG3Ch1 || H27 | HGA1L
N4 NG2S3 H12 | HGR62 020 | OG311 H28 | HGA1
C5 | CG2RCO || H13 HGP4 021 | OG311 H29 | HGA1
N6 | NG2R50 || H14 HGP4 C22 | CG321 H30 | HGA2
C7 | CG2RCO || C15 | CG2R53 || H23 HGA2 031 | OG311
N8 | NG2Rb51 || C16 | CG3Ch1 | H24 HGP1 H32 | HGP1
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A.3 Optimalizacia nabojového rozdelenia

Dalsf postup pozostdval z parametrizacie ndbojového rozlozenia, kedy poéi-
tame vzdjomné interakcie adenozinu a molekil vody (uvazované ako T'I P3P) [50].
Takze, kazdému vode dostupnému atému priradime niekolko molekul, v zavislosti
od toho, ¢i je to donor vodikovej vézby, akceptor alebo oboje. Pociato¢na pozi-
cia molekuly bola zvolena tak, aby sa minimalizovali stérické repulzie s okolitou
struktirou.

CGenFF predpoklada, ze vodikové vazby s v pripade fixnych nabojov linearne.
Z toho dovodu musime eSte optimalizovat vzdialenost H,O a studovanej molekuly
a natocenie okolo ich spojnice [50].

Na zaklade vyssie uvedenych informacii bolo vygenerovanych 32 vstupnych
stiborov programu Gaussian pre 32 molekil H>,O na turovni HF /6 — 31Gx). Route
sekcia pozostavala z prikazov

# HF/6—31Gx Opt=(Z—matrix , MaxCycles=100)
Geom=PrintInputOrient

Okrem toho pre nasledujtci vypocet potrebujeme urcit energiu H,O na trovni
RHF/6 — 31Gx a energie ADN na trovni HF /6 — 31Gx a MP2/6 — 31Gx.
Route sekcie pre spominané vypocty nasledujicu struktiru

# RHF/6—31Gx SCF=Tight
# HF/6—31Gx SCF=Tight
# MP2/6—31G+x SCF=Tight Density=Current
Na obrazku (A.8) uvddzame adenozin spolu s optimalizovanymi polohami a

natoc¢eniami molekul vody. Z dovodu lepsej prehladnosti tento obrazok nezobrazuje
vsetky molekuly.

Obr. A.7: Porovnanie

pociatocnej (tyrkysova farba) a
optimalizovanej struktiry Obr. A.8: Zobrazenie finalnych
(podla prvkov) poloh molekil vody
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Pocas vypoctov optiméalnych pozicii sme museli niektoré pozicie manualne
upravit, z dovodu vyraznych repulzii, ktoré nebol pouzity algoritmus schopny eli-
minovat. Jeden z tychto pripadov ukazujia obrazky a , kde je automa-
ticky urcena pociatocna poloha molekuly vody a jej findlna poloha po QM vypocte.
Kedze ma ist o interakciu s kyslikom O31, tak je jasné, ze tato poloha vobec nie
je rozumna.

Obr. A.9: Pociatocna Obr. A;lp: Finélnav' Obr. A.11: Poloha H,O
konfiguracia HoO vodi konﬁgura,ma H,0 voci vodi kysliku O31 po
kysliku O31 kysliku O31 korekeii

Na odstranenie pozorovanych repulzii sme zmenili uhol medzi prilahlym vodi-
kom molekuly vody, kyslikom O31 a uhlikom C22 z hodnoty 126.03° na 157.00°.
V tomto pripade uz vypocet prebehol bez problémov a vyslednii polohu uvadzame
na obrazku .

Po dokonceni vyssie uvedenych QM vypoctov sme presli k optimalizacii parcial-
nych nabojov jednotlivych atomov. V tejto ¢asti sme sa snazili uréit také hodnoty
i, aby pri pouziti modelu vody TIP3P bola ¢o najlepsie reprodukovand interakéna
energia a vysledna poloha H>O a dipdl studovanej molekuly. Na tento tcel bol po-
uzity takzvany Komplexovy algoritmus (modifikdcia Simplexového algoritmu) s
tcelovou funkciou Ve pgpge v tvare [50]:

(EQM—EMM>2+U) ‘ donm — dyrnr ?
Escale dist dscale

\chharge = Z Wy

7

+

PMM _ ] 9\ 2
(pQM ) ’ Pymm < 12 O, A0<300

0.1 Pom 9
+ Af — 30
2 . o
0.1 ’ pPom

+ Nchrgwdip

(A1)
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Sumacia prebieha cez vsetky molekuly vody pouzité v parametrizacii. Para-
metre w;, Wgist & Wap SU vahy tychto prispevkov urcéené konvenciou CGenFF.
Fscate = 0.2kcal/mol a dgepe = 0.1 A st gkilovacie parametre, potrebné k po-
rovnavaniu jednotlivych prispevkov do W narge. Egam odpoveda energii ziskanej
z kvantovo-mechanického pristupu a Ejsy zase z molekuldrnej dynamiky (pre
vzdialenost vody d a velkost dipélového momentu p to plati analogicky). Neprg
je pocet parametrizovanych atomov a A6 je uhol medzi vektorom dipdlového
momentu ziskaného z QM vypoctu a z molekularnej dynamiky. V pripade, ze
1.2 < pym/pom < 1.5 je druhy ¢len Wepqpge nulovy.

Naboje alifatickych vodikov neboli parametrizované, ale na zaklade konvencie
CGenFF im bola priradend hodnota ¢; = 0.090 (ndsobku elementarneho naboja).
To odpoveda vodikom typu HGAl a HGA2.

Konvergencia nabojového rozdelenia bola dosiahnutéa v tretej iteracii. Nasledne
sme eSte urobili dve kontrolné iteracie s rovnakym vysledkom. Finalne hodnoty
parcidlneho ndboja uvddzame v tabulke (A.2). Na obrazku sme zobrazili
toto rozdelenie vo farebnej skéle.

Tabulka A.2: Optimalizované parcialne naboje ADN na zaklade CGenFF

Atém | Naboj [e] || Atém | Néboj [e] || Atém | Naboj [e] || Atém | Néboj [e]
N1 —0.411 N9 —0.454 C17 —0.086 H25 0.451
C2 0.185 H10 0.379 018 —0.380 H26 0.090
C3 0.278 C11 —0.163 C19 —0.029 H27 0.090

N4 —0.504 H12 0.311 020 —0.453 H28 0.090
Ch 0.195 H13 0.324 021 —0.498 H29 0.090
N6 —0.579 H14 0.324 C22 —0.036 H30 0.090
C7 0.432 C15 0.051 H23 0.090 031 —0.280
N8 —0.245 C16 0.040 H24 0.329 H32 0.279

Pre porovnanie sme urcili parcidlne naboje adenozinu aj pomocou metédy
CHELPG. Vysledné rozlozenie uvddzame na obrazku (A.13).

Ako ukazuji obrazky a parcialne ndboje dané metédou CHELPG
a CGenFF st pomerne podobné. Samozrejme, v niektorych pripadoch si rozdiely
dokonca aj v znamienku nabojov, ¢o ale nie je az také prekvapivé, kedze pouzi-
vame ini metodiku, zalozenu na tplne odlisSnom principe ziskania pozadovanych
vysledkov.
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Obr. A.12: Parcidlne ndboje ADN Obr. A.13: Parcidlne néboje ADN
na zaklade CGenFF urcené pomocou CHELPG

Na koniec tejto podkapitoly uvedme este vizualizaciu elektrostatického poten-
cidlu ziskaného pomocou CHELPG (obrazky (A.14) a (A.15)). Ako aj z parcial-
nych nabojov, tak aj z povrchu elektrostatického potencialu vidime, ze k najvicsej
koncentracii naboja dochadza v okoli dusikov a kyslikov. Pozorujeme aj vyrazne
kladné oblasti potencidlu a to konkrétne na vodikoch OH skupin ribézy.

Obr. A.14: Elektrostaticky potencial Obr. A.15: Rez elektrostatickym
molekuly ADN potencidlom ADN
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A.4 Optimalizacia vazbovych a uhlovych para-
metrov

Dalsf krok pozostéval z optimalizacie vizbovych a uhlovich parametrov, kon-
krétne hodnot rovnovaznych vzdialenosti a uhlov medzi atémami adenozinu a pri-
slichajucich silovych konstant.

Tato optimalizacia je zaloZzenad na vyuziti hessidnu vztiahnutého voéi vnutor-
nym suradniciam molekuly, ziskaného z QM vypoctu v Gaussiane. Jeho troven
bola MP2/6 — 31Gx a route sekcia mala tvar

# MP2/6—31Gx Geom=(AllCheck ,ModRedundant) Freq
NoSymm 10p(7/33=1) SCF=Tight Guess=Read

Pomocou hessianu urcujeme v harmonickom priblizeni lokalny tvar povrchu po-
tencialnej energie kazdej z vnutornych koordinat. PES urc¢ujeme aj molekularnou
dynamikou a oba pristupy porovnavame. Na optimalizaciu znova vyuzivame Kom-
plexovy algoritmus s ic¢elovou funkciou Wyongeq [0

2 dis dis 2
qQm — qmMMm Egv — Efiu
\I]bonded == § <Q> + wg <QE> (AQ)
bonds Qscale scale
angles

Sumaécia prebieha cez vsetky vniitorné koordinaty (véizby a uhly). wg = 1/2 je
relativna vaha energetického prispevku, voci prispevku odchylky geometrie mo-
lekuly od QM hodnot. ¢ je bud vazbova, alebo uhlova suradnica pre QM alebo
MM vypocet (gscale je Skalovaci faktor s hodnotou 0.03 A pre vézby a 3° pre uhly).
E%s ozna¢uje zmenu energie pri vychyleni vizbovej alebo uhlovej koordinéty z rov-
novaznej polohy (teda predstavuje lokalny tvar povrchu potencidlnej energie). V
pripade energie je hodnota skélovacieho faktoru rovnd Egeqe = 1kecal/mol.

Na to, aby sme dosiahli konvergenciu danych parametrov bolo nutné urobit
90000 krokov. Tie boli priemerne kazdych 3000 krokov prerusené na urcenie, v
akom stave sa dany vypocet nachédza a ¢i uz nedoslo k stabilizacii hodnoty tcelovej
funkcie.

Hodnoty tuhosti k& jednotlivych vizieb a uhlov a ich rovnovéZzne hodnoty r° a
0° uvddzame v tabulkach a . Taktiez, v nich pre porovnanie uvadzame
aj relativny rozdiel rovnovaznych hodndt voc¢i QM hodnotam 6%, a §6%,. Ako
mozeme vidiet, tieto odchylky si pomerne malé (takze sme dosiahli prijatelného
minima). Hodnoty tuhosti vyzeraju tiez rozumne, pricom pozorujeme, Ze pre uhly
aromatickych jadier su vyrazne vyssie. Rozumné vysledky sme ziskali aj v pripade
vazieb, napriklad to, ze vizby vodika s elektronegativnymi atémami vykazuju naj-
vyssiu tuhost zo vsetkych zistenych hodnot.
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Tabulka A.3: Rovnovazne vzdialenosti atémov a tuhosti danych vézieb

Vizba | 0 [A] | 670, [%] | &[22y ] Vizba | 70 [A] | 6r0, [%] | k [-2ely]

maol-A° mol-A2

N1-C3 | 1.308 2.57 367.158 C7-N9 | 1.305 2.94 360.284
N1-C11 | 1.308 3.31 367.158 N8-C15 | 1.358 1.43 297.988
N9-C11 | 1.308 2.37 367.158 || H10-C15 | 1.069 1.13 380.566
C2-N8 | 1.449 0.79 277.893 || H12-C11 | 1.080 0.74 368.987
C2-C16 | 1.501 1.58 183.309 || C16-020 | 1.409 0.59 352.097
C2-018 | 1.409 0.78 229.201 || C17-0O21 | 1.409 1.40 352.097
C19-018 | 1.409 2.15 229.201 || C19-C22 | 1.495 0.88 299.843
C2-H26 | 1.094 0.07 342.341 || O20-H24 | 0.970 0.87 499.769
C16-H27 | 1.094 0.40 342.341 || O21-H25 | 0.970 0.31 499.769
C3-N4 | 1.371 0.38 462.081 | O31-H32 | 0.970 0.21 499.769
C3-C5 | 1.357 3.62 287.909 || C22-H23 | 1.097 0.06 339.233
N4-H13 | 1.015 0.26 477.934 || C22-H30 | 1.097 0.21 339.233
N4-H14 | 1.015 0.25 477.934 || C22-031 | 1.422 0.40 355.308
C5-N6 | 1.354 1.77 228.383 || C16-C17 | 1.501 1.91 183.309
C5-C7 | 1.378 1.54 237.863 || C17-C19 | 1.501 1.47 183.309
N6-C15 | 1.319 0.83 376.050 | C17-H28 | 1.094 0.11 342.341
C7-N8 | 1.368 0.73 211.790 | C19-H29 | 1.094 0.43 342.341

A.5 Optimalizacia dihedralov

Poslednym krokom tejto prace je urcenie parametrov spojenych s dihedralnymi
uhlami (fazovy posun, konstanty tuhosti a multiplicitu jednotlivych ¢lenov). Mul-
tiplicita m v rovnici ako parameter formalne nevystupuje, pretoze sumacia
prebieha cez vSetky pripustné hodnoty. Avsak, v skutocnosti musime jeho hodnotu
manuélne nastavit (respektive urcit, ktoré cleny sa vo vyslednej parametrizacii
realne uplatnia). Dévodom je, Ze potom nemusime zbytocne zvySovat dimenziu
prehladéavaného priestoru a tym komplikovat vypocet a interpretaciu vysledkov.

Aj v tejto Casti sme prehladavali povrch potencialnej energie, konkrétne sme
pre kazdy (neredundantny) dihedralny uhol urobili jednodimenzionélny sken PES
na urovni MP2/6 — 31g(d). Pocas vypoctu zaroven prebehla v kazdom bode
skenovania optimalizacia geometrie Studovanej molekuly. Route sekcia vstupného
siboru bola v tvare

# opt=modredundant MP2/6—31g(d) Geom=PrintInputOrient

Rozsah skenu bol urceny v zavislosti od konkrétneho dihedralu, pricom zahinal
dve prehladavania. Jeden sken bol robeny z pociatocnej hodnoty (optimalizovanej
geometrie) v zvolenom rozsahu v kladnom smere, druhy v smere zapornom.
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Tabulka A.4: Rovnovazne hodnoty uhlov a ich konstanty tuhosti

0 509€l k 0 5096[ k

Uhol 6° [rad] %) | [ fliiid?] Uhol 0 [rad] %) | [ fliléd?]
N1-C11-H12 | 115.237 | 0.04 | 48.470 C5-C7-N8 107.720 | 2.75 | 125.837
N1-C11-N9 128.651 | 0.12 | 47.483 C5-N6-C15 104.493 | 0.95 | 138.310
N1-C3-C5h 117.334 | 1.45 | 58.823 N6-C15-H10 | 126.182 | 0.35 14.280
N1-C3-N4 121.915 | 2.45 | 118.859 N6-C15-N8 113.503 | 0.05 | 121.813
C2-018-C19 | 108.272 | 1.38 | 122.283 N6-C5-C7 113.968 | 1.99 | 164.504
C2-C16-H27 | 110.903 | 0.79 | 66.154 C7-N9-C11 107.938 | 2.50 | 88.755
C2-C16-020 | 105.887 | 1.54 | &81.629 C7-N8-C15 105.825 | 0.60 | 151.551
C2-C16-C17 | 102.732 | 1.40 | 119.595 N8-C15-H10 | 122.544 | 1.44 | 86.138
C2-N&-C15 129.278 | 0.46 | 43.227 N&-C7-N9 128.846 | 0.74 | 84.021
C2-N8-C7 124.457 | 0.32 | 31.002 N8-C2-H26 108.620 | 0.19 | 62.006
C3-Ch-C7 119.924 | 3.56 | 101.390 N&8-C2-018 108.999 | 0.56 | 85.693
C3-C5-N6 131.846 | 0.44 | 96.400 N8-C2-C16 109.659 | 1.46 | 63.346
C3-N4-H14 118.037 | 2.15 | 64.717 N9-C11-H12 | 115.237 | 0.67 | 48.470
C3-N4-H13 118.037 | 1.37 | 64.717 H13-N4-H14 | 116.297 | 0.40 45.901
C3-N1-C11 115.029 | 2.81 72.236 C16-020-H24 | 107.284 | 2.03 | 102.732
N4-C3-C5hH 121.362 | 0.41 20.440 C16-C17-H28 | 111.198 | 0.63 82.278
C5-C7-N9 129.061 | 1.41 | 110.301 || C16-C17-0O21 | 105.887 | 5.89 | 81.629
C17-C16-H27 | 110.903 | 3.36 | 66.154 C16-C17-C19 | 102.732 | 1.72 | 119.595
C17-C16-020 | 105.887 | 2.83 | 81.629 C16-C2-H26 | 110.903 | 0.42 | 66.154
018-C19-C22 | 110.723 | 1.00 | 46.834 C16-C2-018 | 106.780 | 0.04 | 74.260
018-C19-H29 | 111.198 | 1.60 82.278 C17-021-H25 | 107.284 | 0.46 | 102.732
018-C2-H26 | 111.198 | 0.61 82.278 C17-C19-C22 | 114.102 | 1.20 60.627
C19-C22-031 | 107.542 | 1.01 90.182 C17-C19-H29 | 110.903 | 2.23 66.154
C19-C22-H30 | 110.608 | 2.48 | 69.313 || C17-C19-0O18 | 106.780 | 1.85 | 74.260
C19-C22-H23 | 110.608 | 1.69 | 69.313 C19-C17-H28 | 110.903 | 0.53 | 66.154
020-C16-H27 | 110.972 | 0.72 47.941 C19-C17-021 | 105.887 | 2.61 81.629
021-C17-H28 | 110.972 | 0.77 | 47.941 C22-031-H32 | 108.590 | 0.59 | 66.721
H23-C22-031 | 113.175 | 1.55 79.289 C22-C19-H29 | 111.117 | 2.13 | 100.599
H23-C22-H30 | 110.604 | 1.77 | 86.335 || H30-C22-031 | 113.175 | 1.70 | 79.289

V pripade dihedralnych uhlov aromatického jadra alebo ¢isto len rib6zového
cyklu bol rozsah vo velkosti +45° z dévodu ich vyraznej rigidity. Energetické roz-

.....

noty dosahovali az ~ 10kcal/mol, ¢o m6zeme vidiet napriklad na grafe (A.16]).
V poslednom kroku dokonca doslo k naruseniu integrity tohto cyklu a vytvoreniu
vodikovej vazby medzi vodikom H10 a kyslikom O31, ¢o sa prejavilo znacnym
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poklesom energie. Ttto findlnu konfigurdciu uvddzame na obrazku (A.17)).
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Obr. A.16: Sken dihedralneho uhla Obr. A.17: Struktira na konci

aromatického jadra v rozsahu 180° skenu dihedralu v aromatickom
jadre

Zéaroven sme usudili, ze dany rozsah nie je problémom, vzhladom k energii
potrebnej na dosiahnutie tohto vychylenia (kedze v MD simulécidch sa k takymto
energiam zdaleka nepriblizime).

V pripade dihedralov, ¢iastocne tvorenych atémami aromatického cyklu a ¢ias-
tocne atémami ribézového cyklu (pripadne dusikom amino-skupiny) sme zvolili
skenovanie v rozsahu £+90°. Jedind vynimka bola pri urcovani dihedralu C'16 —
C2 — N8 — C7, kedy dochadzalo k vzajomnej rotacii adeninu a ribozy. V tomto
pripade sme zvoli rozsah £180°.

Pri ostatnych dihedraloch, ako napriklad pri OH alebo amino-skupinach sme
urobili kompletny sken v rozsahu +180°.

V priebehu niektorych vypoctov sme museli vstupné stubory este dodatoc¢ne
upravovat. Konkrétne sme museli zafixovat niektoré dihedrély, aby sa zamedzilo
prilis velkym strukturalnym zmenam pri optimalizacii geometrie molekuly, ktoré
sposobovali prudké zmeny energie v ziskanom vyvoji. Tolerovanie tychto efektov vo
vyslednej parametrizacii by malo nepriaznivy vplyv na spravanie molekuly, kedze
nemaju priame spojenie s uvazovanym dihedralom (efektivne by boli zapocitané
dvakrét). Priklad takého spravania mézeme vidiet na obrazku , kde pocas
skenu C'16 — C2 — N8 — C'7 doslo k vytvoreniu vodikovej viazby medzi H32 a N9 a
taktiez k zmene orientacie zvysnych OH skupin. Prejav tychto zmien ukazuje graf

, kde vidime vyrazny pokles energie v poslednom kroku skenovania.

Priklady vyslednych zavislosti s uvedené v grafoch (A.20), (A.21)), (A.22) a
. Konkrétne sa jedné o skeny dihedralnych uhlov C'19 — C22 — O31 — H32,
C2-C16—-020—H24,C17T—-C19—-C22—-031a C7— N9 —-C11 — N1.
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Obr. A.18: Sken dihedralu

16— C2 — N8 — O'7 Obr. A.19: Vodikova vézba pocas

skenu C16 — C2 — N8 — C7

Po tspesnom ukonceni vyssie spominanych skenov sme pokracovali optimali-
zaciou dihedralnych parametrov. Ucelova funkcia bola v tomto pripade reprezen-
tovand zavislostou [50]:

Wginea = . wi(Egm — Exm +¢)? (A.3)

conform

Sumécia prebieha cez jednotlivé konformécie QM skenov a energia Egys je urcend
priamo z daného skenu. Energie Ej;,s st dopocitané na zaklade aktualnych hodnét
optimalizovanych parametrov. Konstanta c je normalizacny faktor zvoleny tak, aby
platilo OV i.q/0c = 0. To znamena, Ze musi platit ¢ = Ejyrpr — EQM, kde E s 2
EQ M su aritmetické priemery Earar a Egy vaZené koeficientmi w;.

Na koniec este poznamenajme, ze pripustné hodnoty fazového posunu v s len
0° alebo 180°. Tato restrikcia je vlozena z dovodu, ze v # 0° alebo v # 180° vy-
tvara asymetriu, ktora vyustuje do roznych energii pre molekuly so stereogénnymi
centrami [50].

Vysledné hodnoty konstant tuhosti , fazovych posunov v a multiplicit m
jednotlivych dihedréalov a taktiez aj rozsah skenovania +=A® a restrikcie aplikované
na jednotlivé QM vypocty (pre kladny a aj zdporny smer skenovania) uviadzame v
tabulke ({A.5]).

kdihe
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Obr. A.20: Sken dihedrilneho uhla
C19 —-C22 - 031 — H32
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Obr. A.22: Sken dihedralneho uhla
Cl17—-C19 - C22 — 031
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Obr. A.21: Sken dihedrilneho uhla
C2—-C16 — 020 — H24

20

[keal /mol]

AFE
(5]

-50 -25 6
Deg [ ]

Obr. A.23: Sken dihedralneho uhla
C7—N9—-C11 - N1
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Tabulka A.5: Parametre dihedralnych uhlov molekuly adenozinu a ich vypoctov

dihe
Dihedral i?]q) [kc:1 ot | 7L ﬁ Restrikcie (+) Restrikeie (-)
C7-N9-C11-N1 45 4.7450 | 180.00 | 2 - -
N1-C3-C5-N6 45 1.9560 | 180.00 | 2 - -
C19-C22-031-H32
C2-018-C19-C17 | 45 0.1370 | 0.00 | 3 - C16-C2-N8-C7
C2-C16-020-H24
C2-C16-C17-C19 | 45 2.2320 | 0.00 | 3 - -
C5-C7-N8-C2 90 | 0.5370 | 180.00 | 2 - -
C2-N8-C15-N6 90 3.0180 | 180.00 | 2 - -
C3-C5-N6-C15 45 1.5070 | 180.00 | 2 - -
C3-C5-CT7-N8 45 0.0060 | 0.00 | 2 - -
C3-N1-C11-N9 45 5.5790 | 180.00 | 2 - -
C11-N1-C3-N4 90 3.1390 | 180.00 | 2 - -
C5-C7-N9-C11 45 2.9450 | 180.00 | 2 - -
C5-N6-C15-N8 45 8.4230 | 180.00 | 2 - -
C19-C22-031-H32
C16-C2-N8-C7 180 | 2.1450 | 0.00 | 3 8138;382?32; C17-C19-C22-031
C19-C17-021-H25
C2-C16-020-H24
N8-C2-C16-C17 | 90 0.9620 | 0.00 | 3 || 00 19 017 091 -
N8-C2-018-C19 || 90 2.1700 | 0.00 | 3 - C2-C16-020-H24
C19-C22-031-H32
C16-C17-C19-018 || 40 0.3240 | 180.00 | 3 |~ "9 Ny 7 -
2.2750 | 180.00 | 1
0.4710 | 180.00 | 2 C19-C17-021-H25
CITC19-C22-081 1 1801 3500 | 180,00 | 3 - C16-C2-N8-C7
0.6290 | 0.00 | 4
N1-C3-N4-H14 || 180 | 0.5260 | 180.00 | 2 - -
1.5350 | 0.00 | 1
C2-C16-020-H24 || 180 | 0.1430 | 180.00 | 2 Cé91 6Cé72%281£1725 C19-C17-021-H25
04410 | 0.00 | 3
15350 | 0.00 | 1
C19-C17-021-H25 || 180 | 0.1430 | 180.00 | 2 - C2-C16-020-124
04410 | 0.00 | 3
1.3840 | 0.00 | 1
C19-C22-031-H32 || 180 | 13960 | 000 |2 || crNsczc | o N2 O
1.0300 | 180.00 | 3
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B. Stiff-spring aproximacia

B.1 Odvodenie stiff-spring aproximacie

V tejto prilohe podrobne odvodime takzvanu Stiff-spring aproximéaciu, charak-
terizovanu rovnicou A® ~ AF'. Vyuzijeme vztahy, ktoré sme si predtym zadefino-

vali v kapitole ([2.2.1)).

Vztah pre hodnotu volnej energie upraveného systému (2.37) moézeme upra-
vit do tvaru (B.1)) vloZenim vyrazu [6(£(rY) — &) d¢’ = 1 a vyuwZitim definicie
potencidlu strednej sily ®(£€) (2.36) [8].

0 = [exp(~p0(E) - D€ N K-(€ - N} (BY)

Predpokladajme, zZe hodnoty elementov matice K st dostatocne vysoké, aby
platilo £(r™) ~ X, respektive, aby sa hodnota &(r") pocas celej simuldcie nacha-
dzala v okoli hodnét parametru A. Rovnost by sme dostali v limite {k;}!", — oo,
kde n zodpovedd dimenzii reakénej koordinaty. Na zdklade toho mézeme v rovnici
(B.1) urobit Taylorov rozvoj ®(&), okolo hodnoty A [9].

(€2 K (€~ A} x {1 - VBN - (6 )

5[ (/\)~(g—>\)]2+...} d¢ (B.2)

e — [exp{-go(A) -

e N H@)N) - (€A +

Po integracii a tprave vztahu na pravej strane, kde H(®)() predstavuje Hes-
sovu maticu ® (), dostavame nasledujicu zavislost:

{1 — ;Tr(K1 -H(P)(A)) + qu)()\) K. VCD()\)}

(B.3)

Kde T'r(-) predstavuje operator stopy. Vyssie prispevky zodpovedajtce O(1/k?)

(dalsim nenulovym ¢lenom bude ~ (£ — A)*) v tomto vztahu neuvddzame z pries-

torovych dovodov. V dalsom kroku zoberieme logaritmus vztahu , pricom lo-

garitmus ¢lenu v zlozenych zatvorkach aproximujeme do prvého radu Taylorovho
rozvoja. Po invertovani tohto vzfahu dostavame rovnicu:

e’ﬁF ~ e’m’ H

BN~ F(A) + 5VF() K- VE() - 215 TrK-L H(F)A) + S
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Vyssie prispevky s, znova rddu O(1/k?). Nakoniec zoberme rozdiel ®(Ay) a
®(;) findlnej a pociatoénej polohy parametra A (oznaceny ako Ad). Vdaka ¢omu
sa zbavime, ¢lenov In (27 /(k;), ktoré maju len konstantny charakter.

AD = AF + ;VF()\f) KN VF(Af) — ;VF()\Z») KN VFE(X\) -

1
— %TT(K_I ‘H(AF))+ O(1/k}) (B.5)
Zo vztahu (B.5|) vidime, ze pre dostato¢ne velké hodnoty parametrov {k;}!,,
budu prispevky prvych a vyssich derivacii F'(A) zanedbatelné, ¢im dostavame takz-
vant Stiff-spring aproximéciu (uvedent v kapitole (2.2.1), kedy plati AP ~ AF
8, 9.
Na koniec poznamenajme, Ze v pripade, ze by sme chceli pracovat s absolitnym
vztahom ®(A) a F(A), si nemdZeme dovolit zanedbat Cleny In (27 /5k;), aj ked
vplyvaju len na kvantitativny charakter ®(X).

B.2 Stiff-spring aproximacia pre (Ala)g

Dalej sme overili platnost stiff-spring aproximacie (uvedenej v kapitole (2.2.1))),
v kontexte modelového systému (Ala)yo vo vakuu pre k = 7.2kcal/mol/A” a pre
najkratsi simulacny cas t = 20 ps, n = 10000, respektive pre jeho najdlhsiu hodnotu
t =200ns an =1 v pripade doprednych simulacii.

Ako testovacie ddta sme uvazovali (W)p, ktoré mali najhorsie charakteristiky
a teda aj najviacsiu pravdepodobnost porusenia predpokladov na zanedbanie ko-
rekénych prispevkov.

Graf zobrazuje velkost korekénych clenov AF,,.. uvedenych v rovnici
B3).

Ako mozeme vidiet, v pripade ¢t = 20 ps dosahuje tento prispevok maximélnu
hodnotu o velkosti ~ 4.67 kcal/mol. Z hladiska referenéného vyvoja je tato korek-
cia vysoka (predstavuje az 21.96% maximalnej hodnoty), ale pokial sa pozrieme
na graf , kde dané korekcie uvadzame ako chybové tsecky na koreSpondu-
jucom priebehu, tak vidime, ze z hladiska presnosti spominaného vyvoja a jeho
absolutnych hodnot nie je az takd podstatna.

Na druhej strane, pokial sa zameriame na priebeh, ktory sme ziskali v pripade
t = 200 ns, teda na nami uvazovani referenénu zavislost, tak vidime, ze korekcie
plyntice zo stiff-spring aproximacie mozeme bez problémov zanedbat a predpokla-
dat platnost A® ~ AF.
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Obr. B.1: Korekéné ¢leny AF,,,., Obr. B.2: Vyvoj (W)r spolu s
stiff-spring aproximacie korekciami stiff-spring aprox.

Vzhladom na to, ze sme v tejto Casti uvazovali dva hrani¢né pripady nami zis-
kanych vysledkov, mozeme usudzovat, ze analogické zavery platia aj pre vsetky
ostatné metody a hodnoty parametrov n a t (a to, ¢i uz vo vakuu alebo vo vod-
nej obélke). Takze v priebehu nasich simuldcii mézeme predpokladat vSeobecnit
platnost vztahu A® ~ AF.

Na koniec ete uvedme, ze v pripade simuldcif o dlzke ¢t = 200 ns sme narazili
na problém pri vypocte numerickych derivacii. Konkrétne sme pozorovali, Ze ich
hodnoty prudko osciluji a o niekolko rddov prevysuju ziskané aproximacie AF.
Avsak, takyto vyvoj sme nepozorovali v pripade t = 20 ps, kde sa stredovalo cez
n = 10000 trajektorii.

Analyzou dostupnych vysledkov sme zistili, Ze toto spravanie sa prejavuje len
v pripade malého stredovania. Z toho sme usudili, Ze jeho povod spociva v nedos-
tatocnom odstraneni vplyvu zvysnych stupnov volnosti systému, ktoré vnasaji do
vysledného priebehu lokalne fluktuacie a zhorsuju vypocet numerickej derivacie.
Pokial je n dostato¢ne vysoké, dochddza k vystredovaniu tychto vplyvov, ¢o z te-
oretického hladiska odpoveda vykonaniu integracie vo vztahu pre vypocet
potencidlu strednej sily .

Z toho dovodu sme na krivku o ¢ase t = 200 ns aplikovali zhladenie pomocou
Savitzkého—Golayovho filtra, ktory bol schopny efektivne odstranit pritomny Sum.
Celkovy priebeh krivky nebol tymto zhladenim ovplyvneny ziadnym pozorovatel-
nym sposobom, avsak vyrazne sa zlepsila kvalita numerickych derivacii.
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C. Jensenova-Shannonova
divergencia

Mieru, akou sa ziskané vysledky priblizuju k rovnovaznemu priebehu, mozeme
analyticky charakterizovat takzvanou Jensen-Shannonovou divergenciou JSD po-
pisanou rovnicou [12]:

2Pr(W)

2PR(—W)
Y Pr (W) + Pr(—W)

"B W) + Palw) W
(C.1)

Kde Pr/r(£W) oznacuje pravdepodobnostnt distribiiciu hodnét vykonanej
prace v pripade doprednych, respektive v pripade spatnych simulacii. Tato veli-
¢ina reprezentuje priemerni hodnotu informacie o tom, aka je orientacia casového
vektora z jednej realizacie daného experimentu. V pripade plne nevratnych simu-
lacii, kedy je jednoduché rozlisit v akom smere plynie jej cas, je hodnota JSD
maximalna a rovna JSD,,., = In2. Pokial su realizdcie plne vratné, dochadza k
strate tejto informécie a JSD nadobuda svoje minimum s hodnotou JSD,,;, = 0
[12].

V tabulkach a uvadzame hodnoty Jensenovej-Shannonovej diver-
gencie v pripade simulécii systému (Ala),o (vzhladom k réznym hodnotdm simu-
la¢ného casu t). Z tychto udajov je vidiet, ze pre t = 20 ps a t = 200 ps pracujeme
s plne nerovnovaznymi simuldciami, pricom tento charakter postupne klesa.

Simulacie vo vakuu pre ¢ = 20ns vykazuji uz v podstate plne rovnovazny
priebeh.

Na druhej strane je zaujimavé, ze aj pre 200ns simuldcie vo vodnej obalke
stale dostavame skoro 50% podiel nerovnovazneho charakteru. Napriek tomu, ale
pozorujeme konvergenciu ziskanych aproximécii a velmi dobri zhodu s referen¢nou
krivkou (ktord bola ziskané zo simuldcii o jeden rdd pomalsich).

+ Pr(—W)1

1
JSD = 5/PF(W)l

Tabulka C.1: Jensen-Shannonova divergencia hodnét prace Wyina

(a) Vékuum (b) Vodné obélka
t [ns] | JSD[] | JSD/In2 [%] t [ns] | JSD [] | JSD/In2 [%]
0.02 | 0,6931 100,00 0.20 | 0,6931 100,00
0.20 | 0,6774 97,73 2.0 | 0,6870 99,11
2.0 | 0,3741 53,97 20.0 | 0,5204 75,08
20.0 | 0,0395 5,70 200 | 0,3249 46,87
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D. Tabulky

D.1 Zoznam PDB Struktir A,4 adenozinového
receptoru

Tabulka D.1: Zoznam PDB struktar As4 adenozinového receptoru

PDB koéd Ligand Rok publikécie Poznamka
3EML 7ZM241385 2008 —
2YDV NECA 2011 Prechodny stav
2YDO Adenosine 2011 —
3QAK UK-432097 2011 —
3REY XAC 2011 —
3RFM Caffeine 2011 —
3PWH ZMA 2011 —
3VGA ZMA 2012 Komplex s Fab2838
3VG9 ZMA 2012 Komplex s Fab2838
3UZA T4G 2012 —
3UZC T4E 2012 —
4ETY ZM241385 2012 A2aAR-BRIL
4UG2 CGS21680 2015 —
4UHR CGS21680 2015 —
51U4 ZM241385 2016 A2AR-StaR2-bRIL
51U8 6DZ 2016 A2AR-StaR2-bRIL
5107 6DY 2016 A2AR-StaR2-bRIL
5IUB 6DV 2016 A2AR-StaR2-bRIL
5IUA 6DX 2016 A2AR-StaR2-bRIL
5GH3 NECA 2016 Plne aktivny stav
5K2D ZMA 2016 —
5K2A ZMA 2016 —
5K2B ZMA 2016 —
5K2C ZMA 2016 —
5UIG 8D1 2017 —
5UVI ZMA 2017 —
5JTB ZMA 2017 A2aAR-StaR2-BRIL
5MZJ | Theophylline 2017 A2aAR-StaR2-BRIL
S5MZP Caffeine 2017 A2aAR-StaR2-BRIL
5N2R 8JN 2017 A2aAR-StaR2-BRIL
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PDB koéd Ligand Rok publikacie Poznamka

S5NLX ZMA 2017 —

S5NM4 ZMA 2017 —

5VRA ZMA 2017 —

5NM?2 ZMA 2017 Cryo-EM struktura
5WF5 UKA 2018 D52N mutécia
5WEF6 UKA 2018 S91A mutécia
6AQF ZM241385 2018 A2aAR-BRIL
50LO Tozadenant 2018 A2A-StaR2-bRIL562
50M1 T4E 2018 A2A-StaR2-bRIL562
50LG ZM241385 2018 A2A-StaR2-bRIL562
50LH | Vipadenant 2018 A2A-StaR2-bRIL562
50LZ T4E 2018 A2A-StaR2-bRIL562
50M4 T4E 2018 A2A-StaR2-bRIL562
50LV 9Y2 2018 A2A-StaR2-bRIL562
6GDG NECA 2018 Cryo-EM struktura
6MHS ZMA 2019 —

6J7ZH 7ZM241385 2019 —

6PS7 ZMA 2019 —

6S0L ZMA 2020 —

650Q) ZMA 2020 —

6ZDR QGE 2020 A2AR-StaR2-bRIL
6GT3 A7ZD4635 2020 A2A-StaR2-bRIL562
6ZDV QGW 2020 A2AR-StaR2-bRIL
6WQA ZMA 2020 —

6LPK ZMA 2020 —

6LPJ ZMA 2020 —

6LPL ZMA 2020 —

7TARO RVZ 2021 —

TRMb5 ZMA 2021 —
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E. Grafy a obrazky

E.1 Testovacia simulacia (Ala);o pre malt simu-
laént bunku
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Obr. E.1: Porovnanie vyvoja AF pre rozne simulacné bunky
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E.2 Vyvoj AF doprednych simulacii (Ala)ig vo
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Obr. E.4: Vyvoj aproximacii AF pre Obr. E.5: Vyvoj aproximéacii AF pre
t=20ps an=1000 t = 20ps a n = 10000
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Obr. E.11: Vyvoj aproximacii AF pre
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E.3 Vyvoj AF spatnych simulacii (Ala)ig vo va-

kuu
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Obr. E.15: Vyvoj aproximécii AF pre

Obr. E.14: Vyvoj aproximécii AF pre
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Obr. E.25: Vyvoj aproximécii AF pre
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E.4 FR metdda pre (Ala)ip vo vakuu
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E.5 Metdéda prieniku histogramov pre (Ala)qo vo
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E.6 Vyvoj AF doprednych simulacii (Ala)ig vo

vodnej obalke
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