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Abstract:

Basic facts about the structure of biomolecules and algorithms applied in mo-
lecular dynamics (MD) simulations were recapitulated in the theoretical part of
this thesis. A program for MD simulations of a periodic box with water molecules
represented by various models (SPC, TIPS, TIP3P) was developed for active mas-
tery of basic algorithms applied in MD simulations. MD simulation methodology
was subsequently applied to the structure of the membrane protein A2AGPCR
anchored in the phospholipid bilayer and surrounded by water molecules (approx.
120,000 atoms altogether). The purpose of these MD simulations was to compare
binding of the natural agonist (adenosine) and its synthetic analog NECA into
the binding pocket situated on the extracellular side of A2AGPCR. For these MD
simulations were used software package NAMD and computer cluster Gram (in
which each node is equipped with 16 CPU cores and 4 GPU) in supercomputing
MetaCentrum.
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Úvod
Úkolem molekulárně dynamických simulací (dále MD) je numerické řešení klasic-
kých pohybových rovnic s využitím silových polí.
Dvěma hlavními cíly této práce je vytvoření programu simulujícího chování

vody s využitím MD metod a simulace membránových proteinů použitím soft-
wareových balíků NAMD a VMD.
V první kapitole jsou shrnuty základní poznatky o struktuře nejvýznamnějších

bioorganických molekul (nukleových kyselin, proteinů a lipidů).
Druhá kapitola shrnuje metodiku MD simulací, včetně základních principů

a konceptů, na kterých staví, a některých konkrétních algoritmů, využívaných
v praxi. Konkrétní matematické pozadí většiny použitých algoritmů přesahuje
rozsah této práce, tak jsou popsány jen zběžně.
Třetí kapitola je věnována programu pro simulaci molekul vody, který vznikl

jako součást této práce. Jako zásadní součást obsahuje okomentovaný výpis zdro-
jového kódu tohoto programu, spolu s analýzou jeho běhu. Do tohoto programu
nebyly zapracovány některé důležité jevy, především kontrola tlaku, a proto jeho
běh nemusí odpovídat skutečnosti.
Čtvrtá kapitola je věnována molekulárnědynamickým simulacím GPC recep-

toru A2A s využitím programu NAMD a analýze výsledných trajektorií. Tento
receptor vykonává v lidském organismu důležité úkoly především při kontrole to-
ku krve a při regulování mozkové aktivity. Z tohoto důvodu patří mezi důležité
cíle léčiv, především v neurologii.
Za textem práce následují přílohy, ve kterých je popsán postup přípravy si-

mulací. Příloha A se věnuje přípravě proteinů pomocí programu VMD, zatímco
v příloze B je popsána konfigurace programu NAMD ke běhu.
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1. Struktura biomolekul
Mezi nejdůležitější bioorganické chemické sloučeniny patří proteiny, nukleové ky-
seliny DNA a RNA a lipidové membrány. Zatímco proteiny a nukleové kyseliny
jsou polymery, membrány jsou struktury vytvořené nakupením nezávislých sta-
vebních kamenů - lipidů.

1.1 Nukleové kyseliny

Základními stavebními jednotkami nukleových kyselin jsou nukleotidy, které se-
stávají ze tří částí: fosfátové skupiny, sacharidu (ribózy u RNA a deoxyribózy pro
DNA) a z nukleové base, která může být založena na purinu nebo na pyrimidinu.
Purinovými basemi jsou adenin a guanin, pyrimidinovými jsou thymin, cytosin
a uracil. (obrázek 1.1). Adenin, guanin a cytosin se vyskytují v DNA i v RNA,
zatímco thymin je specifický pro DNA a uracil pro RNA [1]. Řetězec nukleo-
vé kyseliny je vytvořen vazbami mezi fosfátovou skupinou jednoho nukleotidu a
sacharidem ve druhém nukleotidu.
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Obrázek 1.1: Nukleotidy vyskytující se v RNA a DNA

Prostorová konformace nukleových kyselin :
DNA, která se vyskytuje zejména v buněčných jádrech, téměř vždy nabývá

prostorovou strukturu dvojšroubovice (dvojitého helixu). Ta je vytvořena ze dvou
řetězců nukleových kyselin, navzájem propojených fosfátovými vazbami, které
jsou mezi sebou spojeny dvojicemi komplementárních basí: adenosin se páruje
s thyminem a cytosin páruje s guanosinem. Ke kompletnímu popisu struktury
DNA tedy postačuje znát pořadí nukleových basí v jednom z obou řetězců.
Dvojšroubovice DNA v přírodě nabývá třech různých konformací (obrázek

1.2). V buňkách se nejčastěji vyskytuje B-DNA, která při dehydraci roztoku může
přejít v A-DNA. Třetí konformace (Z-DNA) je od předchozích výrazně odlišná.
Hlavním rozdílem je to, že Z-DNA je narozdíl od A- i B-DNA levotočivá a nikoliv
pravotočivá.
Molekula RNA se většinou skládá z jednoho řetězce, který může nabývat různé

prostorové konformace. I u RNA se uplatní komplementarita bází, avšak většinou
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Obrázek 1.2: Konformace DNA: A-DNA, B-DNA a Z-DNA

v rámci řetězce nebo v komplexu RNA s DNA; klasické dvojšroubovice vytváří
RNA jen vzácně.

1.2 Proteiny

Základními stavebními jednotkami, jejichž polymerizací vznikají proteiny, jsou
aminokyseliny. Existuje velké množství různých aminokyselin, z nichž největší
význam v biochemii má 21 tzv. proteinogenních aminokyselin, které jsou kódo-
vány v eukaryotní DNA.
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Obrázek 1.3: Struktura proteinogenní aminokyseliny

Aminokyselina se skládá z páteře, která je pro všechny aminokyseliny stejná
(obr. 1.3) a vytváří primární řetězec, a z postranního řetězce, které se pro jed-
notlivé aminokyseliny liší a podílí se na vytváření vyšších struktur v proteinech.
Primární strukturou proteinu se rozumí posloupnost jednotlivých aminoky-

selin v řetězci. Základní chemickou interakcí v primární struktuře je peptidová
vazba (peptidem se rozumí krátký řetězec aminokyselin - dlouhý cca. do 50 mono-
merů) vzniklá navázáním atomu dusíku z aminové skupiny jedné aminokyseliny
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na atom uhlíku z hydroxylové skupinydruhé aminokyseliny. (obrázek 1.3) Ve vý-
sledku dojde k vytvoření dlouhého řetězce, jejž můžeme orientovat podle toho,
kde je zakončen karboxylovou skupinou (C-konec) a kde aminovou skupinou (N-
konec). Obvykle proteiny a peptidy zapisujeme od N-konce směrem k C-konci,
což odpovídá pořadí, ve kterém probíhá syntéza proteinů z mRNA.
Sekundární strukturou proteinů se rozumí lokální prostorová geometrie pro-

teinů. U většiny proteinů sledujeme jistou pravidelnost v jejich uspořádání. mezi
nejčastěji se vyskytující struktury patří α-helix a β-list. Na vznik sekundárních
struktur mají hlavní vliv vodíkové vazby mezi jednotlivými atomy páteře. U α-
helixu je atom vodíku každé zůčastněné aminokyseliny navázán vodíkovou vaz-
bou na atom kyslíku v aminokyselině o 4 místa v řetězci předcházející (obr. 1.4),
čímž je vytvořena charakteristická šroubovice, zatímco u β-listu jsou vodíkovými
vazbami propojeny dvě či více různých částí proteinového vlákna.

Obrázek 1.4: Příklad proteinové struktury

Terciární strukturou proteinů rozumíme vzájemnou polohu jednotlivých částí
proteinu. Na rozdíl od primární a sekundární struktury zde hlavní úlohu mají
atomy postranních řetězců a jejich vzájemné nevazebné interakce.

1.3 Exprese genetické informace

Komplementarita bází je důležitá také pro hlavní úkol DNA, kterým je uchovává-
ní, předávání a využívání genetické informace. Jedním z hlavních dějů, při kterém
je genetická informace potřeba, je syntéza proteinů [2, 3].
Prvním krokem při syntéze proteinů je rozpletení DNA, které probíhá půso-

bením enzymu helikázy. Při tomto procesu se rozplete pouze ta část DNA, která
přímo kóduje syntetizovaný protein. Příslušná část DNA je pak za pomoci en-
zymu polymerázy z jednoho vlákna DNA transkribována do RNA na základě
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Obrázek 1.5: Lipidová dvouvrstva

komplementarity basí. Takto vzniklá molekula RNA se na základě své funkce -
přenosu genetické informace - označuje jako mRNA (messenger RNA). Tato mR-
NA následně opustí buněčné jádro a vstoupí do cytoplazmy, kde probíhá samotná
syntéza proteinů.
Translace genetické informace do proteinů probíhá v ribosomech, které jsou

vytvořeny z větší části ze specifické RNA - rRNA a z menší části z proteinů. Pro
úsporu zdrojů zpravidla probíhá syntéza proteinů z jednoho řetězce mRNA na
více ribosomech současně.
Podstatnou roli při translaci hraje třetí druh RNA - tRNA (transferová RNA).

Ta je pro každou aminokyselinu specifická a obsahuje antikodon - trojici za sebou
jdoucích nukleových basí, které jsou komplementární s kodonem v mRNA. V
ribosomu převezme tRNA peptidový řetězec od předcházející molekuly tRNA a
enzymaticky vytvoří peptidovou vazbu mezi právě přinášenou aminokyselinou a
zbytkem řetězce.

1.4 Lipidy, fosfolipidické dvouvrstvy, buněčné mem-
brány

Na rozdíl od proteinů a nukleových kyselin lipidy nevytvářejí makromolekulární
řetězce. Struktury z nich vzniklé, především membrány, uchovávají svou soudrž-
nost čistě pomocí nevazebných interakcí. Nejobvyklejším druhem membrány je
fosfolipidová dvouvrstva. Každá molekula lipidu má hydrofilní a hydrofobní ko-
nec, při tvorbě membránové dvouvrstvy dojde k uspořádání molekul lipidů tak,
že jejich hydrofobní konce směřují dovnitř membrány a navzájem se dotýkají,
zatímco hydrofilní konce molekul utvoří hranici membrány [1].

1.5 Receptory spřažené s G-proteiny (GPC re-
ceptory)

Jako GPC (G protein coupled) receptory se označuje jistá třída transmembráno-
vých proteinů, které se vyskytují v téměř všech eukaryotních buňkách a umožňují
buňce reagovat na podněty z okolí. Ze strukturního hlediska je společným znakem
všech GPC receptorů přítomnost sedmi transmembránových α-helixů. Z funkční-
ho hlediska GPC receptor reaguje na podněty z okolí buňky, zpravidla ve formě
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ligandu, který se naváže na příslušné místo v proteinu, změnou konformace z
pasivní na aktivní [4]. Díky tomu pak dojde k aktivaci příslušného G-proteinu,
který je navázan na receptor z vnitrobuněčné strany a následně aktivuje příslušné
vnitrobuněčné procesy. Kromě toho však většina GPC receptorů plní i další funk-
ce, vzhledem k tomu, že mezi aktivní a neaktivní konformací může být mnoho
mezistavů.
GPC receptory se z hlediska struktury a funkce dělí do šesti tříd, avšak pod-

statněji jsou prozkoumány jen proteiny náležící do nejpočetnější třídy rhodopsi-
nových receptorů.
Vzhledem k jejich velkému významu pro buněčné procesy jsou GPC receptory

velmi významné ve farmakologii k návrhu léků, což vyžaduje hlubší porozumění
jejich funkci. Tento jejich význam spolu s faktem, že jde o spíše kratší protei-
nové řetězce (řádově stovky aminokyselin), a s tím, že pro svojí funkci vyžadují
prostředí jen složitě realizovatelné v laboratorních podmínkách, činí z moleku-
lární dynamiky jeden z nejvhodnějších prostředků studia funkce GPC receptorů.
Hlavním faktorem, hovořícím proti použití molekulární dynamiky, je obtížnost
získávání výchozích krystalových struktur, které jsou u většiny GPC receptorů
neznámé (např. databáze PDB obsahuje jen 44 různých struktur pro rhodopsi-
nové GPC receptory z lidského těla, zatímco v lidském genomu byly rozpoznány
stovky oblastí kódujících GPC receptory). Další problematickou oblastí může být
to, že prostřednictvím obvyklých krystalografických metod můžeme získat infor-
mace jen o jistých konformacích, zatímco ostatní musíme odhadovat ze znalosti
funkce GPC receptorů.
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2. Molekulárně dynamické
simulace

2.1 Úvod

Ke zkoumání funkce proteinů i jiných molekul se dají použít metody molekulární
dynamiky. Ty umožňují sledovat časový vývoj systému, pokud známe jeho ato-
mární strukturu určenou prostřednictvím rentgenové krystalografie nebo NMR.
Přístup, kdy každý atom simulujeme explicitně (tzv. all-atom MD), klade

poměrně vysoké nároky na výpočetní čas. Proto se u větších systémů obvykle
přistupuje k různým hrubším přiblížením - v United-atom MD jsou všechny čtyři
atomy jednotlivých metylových skupin CH3 nahrazeny jedním virtuálním ato-
mem. Vcoarse-grained MD jsou jedním virtuálním atomem nahrazeny větší sku-
piny atomů [5].

2.2 Silová pole

Důležitým pojmem molekulární dnyamiky jsou silová pole. V rámci molekulární
dynamiky se za silové pole označuje soubor rovnic a parametrů popisujících po-
tenciální energii simulovaného systému. Striktně vzato jde tedy o pole potenciální,
ale označení ”silové pole” je již vžité.
Mezi často používaná silová pole patří například CHARMM [8] (Chemistry

at Harvard Molecular Mechanics) nebo AMBER (Assisted Model Binding with
Energy Refinements). Silové pole má základní tvar

U = Uvazebné + Unevazebné (2.1)

Pro chemické vazby můžeme výpočtem s využitím kvantověchemických metod
zjistit optimální délky vazeb a vazebné a torzní úhly (obr. 2.1). V molekulárně-
dynamických simulacích pak tyto vazby realizujeme harmonickými oscilátory.

Uvazebné = Ustretch + Uangle + Udihed (2.2)

Ustretch =
∑

vazby

k

2
(l − l0)2 (2.3)

Uangle =
∑

uhly

ka

2
(Θ−Θ0)2 (2.4)

Udihed = kd(1 + cos(nϕ− ϕ0)) (2.5)

zatímco Unevazebné popisuje ostatní druhy interakcí:

Unevazebné = Uel + ULJ (2.6)

Uel =
∑

j 6=i

qiqj

rij4πǫ0
Coulombický potenciál (2.7)

ULJ =
∑

j 6=i

Aij

r1ij2
−

Bij

r6ij
Lennard-Jonesův potenciál (2.8)
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Obrázek 2.1: Parametry vazeb

kde sumy jsou přes všechny částice v systému, přičemž indexem i označuji částici,
jejiž potenciál právě počítáme. Parciální náboje qi a parametry Aij a Bij můžeme
zjistit empiricky nebo kvantově-chemickým výpočtem.

2.3 Algoritmy pro fixaci délky vazeb

Aproximace kovalentních vazeb pomocí harmonických oscilátorů ve většině pří-
padů dává dostatečně dobré výsledky. Avšak v některých případech je tento pří-
stup nepoužitelný, obzvláště tehdy, pokud z hlediska časové náročnosti výpočtu
požadujeme časové kroky řádově srovnatelné s periodami některých molekulár-
ních vibračních módů (obzvláště u molekul vody). V těchto případech může být
vhodné využít některý z vazebních algoritmů založených na Lagrangeových mul-
tiplikátorech, které umožňují zajistit konstantní délku vazby.
Nechť se v systému vyskytuje celkem n vazeb, jejichž délku chceme udržet

konstantní. Každou z těchto vazeb popíšeme funkcí gk(t):

gk(t) := ||rka(t)− rkb(t)|| − dk (2.9)

kde rka a rkb jsou polohové vektory částic, účastnících se k-té vazby, a dk je
požadovaná délka této vazby. Splnění vazebních podmínek potom znamená, že
všechny funkce gk(t) jsou rovny nule.
Z teorie Lagrangeových multiplikátorů víme, že splnění vazebních podmínek

můžeme zajistit tak, že do pohybové rovnice 2.11 doplníme následující člen:

n
∑

k=1

λkgk(t) (2.10)

.
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Potom můžeme nalézt takové λk, že gk(t+ δt) = 0 pro každé k. Pro řešní této
soustavy rovnic existuje mnoho algoritmů (např. SHAKE, SETTLE, RATTLE
apod.) [15] [14].

2.4 Modely vody

Obrázek 2.2: Parametry vodních modelů - vazební vzdálenost a úhel, náboje na
všech atomech a LJ parametry na kyslíku

Vzhledem k vysoké důležitosti vody bylo vytvořeno mnoho modelů, které -
s větší či menší přesností - popisují chování jejích molekul. Nejjednodušší mo-
dely obsahují tři interakční místa, odpovídající atomům obsaženým v molekule
vody. Pokročilejší modely pak zahrnují další interakční místa, čímž lépe vyjadřují
skutečné rozložení elektronové hustoty v molekulových orbitalech.
Všechny používané jednoduché modely vody (obr. 2.2) v sobě zahrnují van der

Waalsovské interakce mezi atomy kyslíku, reprezentované Lennard-Jonesovým
potenciálem, a elektrostatické interakce mezi parciálními náboji na vodících a
kyslíku (pro tříčásticové modely) či vloženém fiktivním atomu (pro čtyřčásticové
modely). Parametry tříčásticových modelů jsou shrnuty v následující tabulce [10]:

2.5 Periodické okrajové podmínky

Kvůli omezením, daným požadavkem na rozumně krátkou dobu běhu programu
na počítačích, můžeme obvykle simulovat jen malé oblasti. na jejich hranicích
může docházet k nežádoucím okrajovým jevům, které však můžeme potlačit tím,
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SPC TIPS TIP3P
A 629.4 580.0 582.0
B 625.5 525.0 595.0
qO -0.82 -0.80 -0.834
qH +0.41 +0.40 +0.417

rOH , øA 1.0 0.9572 0.9572
ϕ 109.47 104.52 104.52

že uvažujeme periodické okrajové podmínky. Simulovaný systém je ze všech stran
obklopen svými obrazy. Proto, pokud jedna ze simulovaných molekul opustí de-
finovanou oblast, z druhé strany vždy opět do systému přijde stejná molekula se
stejnou rychlostí.
Kromě toho musíme započítat interakce částic v základní buňce s částicemi v

okolních buňkách, jak je ilustrováno v obrázku 2.3. Červeně je vyznačena jedna
reálná částice, její fiktivní periodické obrazy jsou vyznačeny světlejší barvou a
černý kruh vyznačuje rozsah, ve kterém uvažujeme interakci mezi částicemi.

Obrázek 2.3: Ilustrace periodických okrajových podmínek

2.6 Numerický algoritmus pro řešení pohybo-
vých rovnic

Silové pole závisí na polohách všech atomů v systému. Proto můžeme pohyb kaž-
dého jednotlivého atomu popsat Newtonovou pohybovou rovnicí v následujícím
tvaru:

−∇iU(r1, ..., rn) = mir̈i (2.11)

kde symbolem ∇i myslíme gradient ve směru souřadnic i-tého atomu. Pro získání
informací o vývoji systému je nutno tuto rovnici numericky vyřešit. Mezi nejob-
líbenější algoritmy patří Verletův, který se vyznačuje vysokou mírou stability při

11



zachování dostatečně jednoduchého vyjádření:

xi(t +∆t) = xi(t) + vi(t)∆t +
1
2
−∇

xi
U(x1, ...,xN , t)

mi

∆t2 (2.12)

vi(t +∆t) = vi(t) +
−∇

xi
U(x1, ...,xN , t)−∇

xi
U(x1, ...,xN , t +∆t)

2
∆t (2.13)

2.7 Termodynamické soubory

Při simulacích můžeme nezávisle na sobě kontrolovat tři různé termodynamic-
ké veličiny. Nejčastěji používané soubory jsou NVT, kdy kontrolujeme látkové
množství, objem a teplotu, a NPT, kde místo objemu kontrolujeme tlak. Zatímco
objem a počet částic se zachovává při využití periodických okrajových podmínek
s konstantní velikostí buňky automaticky, pro kontrolu tlaku a teploty musíme
explicitně zahrnou barostat, respektive termostat.

Termostat :
Okamžitou teplotu systému je možno spočítat z ekvipartičního teorému sta-

tistické fyziky, platí totiž:

〈K〉 = Nfkb
T

2
(2.14)

kde 〈K〉 je průměrná kinetická energie systému, Nf počet stupňů volnosti a kb
Boltzmannova konstanta. Pokud do této rovnice dosadíme místo průměrné kine-
tické energie částic v systému okamžitou, můžeme spočítat okamžitou kinetickou
teplotu. termodynamická teplota potom vznikne vystředováním kinetické teploty
přes mnoho časových kroků.
Pro dosažení konstantní teploty je možno použít více různých nástrojů. Nej-

jednodušší je škálování rychlostí v každém časovém kroku faktorem ( Tclov

Tokamit

)2,
čímž sice striktně vzato nedosáhneme termodynamického NVT souboru, avšak
přesto je tento postup dobrý napříkal při úvodní ekvilibraci před dosažením ter-
modynamické rovnováhy
Dále je možno použít složitějších algoritmů, které přesněji vystihují vlastnosti

NVT souboru. Ty většinou spočívají v zahrnutí členu, odpovídajícímu tepelnému
rezervoáru, do rovnice 2.11 [9].

Barostat :
Pokud chceme pracovat v termodynamickém NPT souboru, musíme ovládat

tlak tak, že měníme objem buňky. Výpočet tlaku systému vychází z viriálové
rovnice:

2 〈T 〉 = −

N
∑

k=1

〈Fk · brk〉 (2.15)

kde 〈T 〉 je průměrná kinetická energie, Fk celková síla působící na r-tou částici a
rk je polohový vektor r-té částice. Celkovou sílu působící na částici pak můžeme
rozdělit na vnitřní sílu od ostatních částic systému a na vnější sílu od okolí:

F = Fin + Fext (2.16)

.
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Zde Fin můžeme spočítat z působících silových polí, zatímco Fext souvisí s
tlakem následujícím způsobem:

〈

W ext
〉

=

〈

N
∑

i=n

r
¯i
· F
¯i

〉

= −DPV (2.17)

kde D je dimenzionalita systému (2 nebo 3). Pro kontrolu tlaku se pak používá
změna velikosti periodické buňky, k čemuž program NAMD využívá langevinov-
skou dynamiku simulující píst.
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3. MD simulace molekul vody v
periodickém boxu
Jako součást této práce vzniknul program jednoduchým způsobem implementující
základní tříčásticové modely vody. Tento program jsem napsal ve třech verzích,
lišících se pouze parametry implementovaných vodních modelů (TIPS, TIP3P a
SPC). Všechny tři verze jsem následně spustil pro stejná vstupní data a tak tyto
tři modely vzájemně porovnal.
Pro numerickou integraci pohybových rovnic jsem použil Verletův algoritmus,

kontrolu teploty jsem zajistil jednoduchým škálováním po každém proběhnuvším
simulačním kroku. Vnitromolekulové vazby jsem aproximoval harmonickými osci-
látory. Všechny implementované modely vody sice předpokládají úplnou rigiditu
molekul, ale odchylky vazebných parametrů byly v průběhu běhu programu u
všech modelů velmi malé, ve srovnání s chybami metody zanedbatelné.
Pro další zjednodušení, které při dostatečné míře rigidity molekul nemá další

vliv na přesnost, jsem pro zachování vazebního úhlu místo úhlového členu har-
monického oscilátoru, jak by odpovídalo rovnici 2.4, uvažoval třetí vazbu o kon-
stantní délce mezi oběma vodíky. Následuje výpis tohoto programu (ve verzi pro
TIPS), napsaného v jazyce c++ s využitím nadstavby OpenMP pro paralelizaci
běhu:

#include <s t d i o . h>
#include ”math . h”
#include < s t d l i b . h>
#include <t ime . h>
#include <math . h>
#define PI 3 .14159265
struct po i n t {

double x ;
double y ;
double z ;

} ;
const double dt =0.1 ; // femtosekundy
const double s i z e [3 ]={24 ,24 ,27} ; //Ve l i ko s t p e r i od i ck ých buněk
const un i t c o n v = 4.18 e−4

/∗
Modely vody j sou de f inov ány s využ i t ím j edo t ek ene r g i e
kca l /mol , a l e j á ve sv ém programu poč í t ám v jednotk ách
Ång s t r öm, dalton a femtosekunda . Tato konstanta př evád í
kca l /mol na d Åˆ2/ f s ˆ2 .
∗/

/∗ná s l e du j í konstanty def inovan é v modelu vody ,
zde j sou uvedeny hodnoty pro TIP3P∗/

const double o h d i s t =0.9572;
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//Vzdá l eno s t mezi vod í kem a kys l í kem

const double HOH=104.52/180∗PI ;
//Vazebn í ú he l ; p ř evod ze stupňů na rad i ány

const double hhd i s t=ohd i s t ∗ s i n (HOH/2 ) ∗ 2 . 0 ;
// Vzdá l eno s t mezi vod í ky , vypo č ten á z př edchoz í ch konstant

const double A = un i t c o n v ∗580000;
const double B = un i t c o n v ∗525 ;
//Konstanty A a B v LJ č lenu s i l o v ého po le

const double qo= −0.8;
// pa r c i á ln í ná boj na kys l í ku v ná sobc í ch element árn í ho ná bo je

const double qh= 0 . 4 ;
// dtto pro vod í k
const double kc= un i t c o n v ∗332 . 1 ;
const double mass [ ]={15 . 9 94 , 1 . 0 0 8 , 1 . 0 0 8} ;
//hmotnost kys l í ku a vod í ků v daltonech

/∗
Pro urychlen í výpoč tu j sou čá s t i s i l o v ých pol í ,
k t e r é j sou vždy konstantn í , spo č í t ány předem
a ulo ž eny do matic , ze kt e r ých se ná s l edn ě
př i výpoč tu př e č tou
∗/

const double e l k o n s t [ 3 ] [ 3 ]={{0 , kc∗qo∗qh , kc∗qo∗qh } ,
{kc∗qh∗qo , 0 , kc∗qh∗qh } ,
{kc∗qh∗qo , kc∗qh∗qh , 0 } } ;

//matice konstant pro e l e k t r o s t a t i c k ý č l en

const double c o n s t r a i n t d i s t [ 3 ] [ 3 ]={{0 , ohd i s t , o h d i s t } ,
{ ohd i s t , 0 , h h d i s t } ,
{ ohd i s t , hhd i s t , 0 } } ;

//Matice meziatomárn í ch vzdá l eno s t í

const double kappa = 60 ;
/∗ tuhost o s c i l á toru ; hodnota vylad ěná tak , aby se
molekuly chovaly co nejv í ce jako r i g i d n í ∗/

const double c [ ]={2∗ s q r t (mass [ 0 ] ∗ kappa ) ,
2∗ s q r t (mass [ 1 ] ∗ kappa ) ,
2∗ s q r t (mass [ 2 ] ∗ kappa ) } ;

// konstanty pro o s c i l á tory

const int N=432; //poč et molekul
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/∗
okamž i t é polohy , r y c h l o s t i a z rych l en í j e dno t l i v ých
čá s t i se ukl á daj í do matic Nx3 , kde prvn í index
ozna č uje molekulu a druhý atom v r ámci molekuly ;
index 0 j e kys l í k , indexy 1 a 2 j sou vod í ky
∗/
po i n t pos [N ] [ 3 ] ; // po le poloh
po i n t v e l [N ] [ 3 ] ; // po le r y ch l o s t í
po i n t acc [N ] [ 3 ] ; // po le z rych l en í

double K;
const double TargetT=273; //c í lov á t ep l o t a
const double Boltzmann=8.31e−7;
//Boltzmannova konstanta v molekulá rn í ch jednotk ách
double TargetK=N∗6∗Boltzmann∗TargetT /2 ;

/∗Cí lov á ce lkov á k i n e t i c k á ene r g i e
Je N molekul , každá má 6 stupňů vo l n o s t i
∗/
po i n t a ccnex t [ 3 ] ; //Zrychlen í v dal š ím č asov ém kroku
po i n t v e l n e x t [ 3 ] ;
p o i n t po snex t [ 3 ] ;
double vml ;

void c a l c u l a t e f o r c e s ( int j )

/∗výpoč et s i l působ í c í ch na j−tou molekulu ;
vý s l edek se ukl ádá do proměnné accnext
∗/

{
for ( int i =0; i <3; i ++){ // ne jprve vynulujeme zrych l en í
accnex t [ i ] . x=0;
a ccnex t [ i ] . y=0;
a ccnex t [ i ] . z=0;

}
#pragma omp p a r a l l e l for

//Ná s l e du j í c í FOR cyklus prob ěhne pa r a l e l n ě

//LJ a e l e k t r o s t a t i c k é působen í od ostatn í ch molekul
for ( int k=0;k<N; k++){
i f ( j==k ) continue ;
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double r [ 3 ] [ 3 ] ;
for ( int m=0;m<3;m++){
for ( int l =0; l <3; l ++){
r [m] [ l ]= s q r t (pow( fmin ( s i z e [0]−( pos [ j ] [m] . x−pos [ k ] [ l ] . x ) ,

pos [ j ] [m] . x−pos [ k ] [ l ] . x ) ,2)+
pow( fmin ( s i z e [1]−( pos [ j ] [m] . y−pos [ k ] [ l ] . y ) ,

pos [ j ] [m] . y−pos [ k ] [ l ] . y ) ,2)+
pow( fmin ( s i z e [2]−( pos [ j ] [m] . z+pos [ k ] [ l ] . z )

, pos [ j ] [m] . z−pos [ k ] [ l ] . z ) , 2 ) ) ;
double f e l=−e l k o n s t [m] [ l ]∗ pow(1/ r [m] [ l ] , 2 ) / mass [m] ;
#pragma omp atomic

/∗ Atomicita j e dů l e ž i t á proto , aby
př i ř azen í pracova lo se s t e jnou hodnotou accnext jako s č í t án í ∗/

accnex t [m] . x+=( f e l ∗ fmin ( s i z e [0]−( pos [ k ] [ l ] . x−pos [ j ] [m] . x ) ,
pos [ k ] [ l ] . x−pos [ j ] [m] . x )

)/ r [m] [ l ] ;
#pragma omp atomic
a ccnex t [m] . y+=( f e l ∗ fmin ( s i z e [0]−( pos [ k ] [ l ] . y+pos [ j ] [m] . y ) ,

pos [ k ] [ l ] . y−pos [ j ] [m] . y )
)/ r [m] [ l ] ;

#pragma omp atomic
a ccnex t [m] . z+=( f e l ∗ fmin ( s i z e [0]−( pos [ k ] [ l ] . z−pos [ j ] [m] . z ) ,

pos [ k ] [ l ] . z−pos [ j ] [m] . z )
)/ r [m] [ l ] ;

}
}
double f l j =−12∗(A∗pow(1/ r [ 0 ] [ 0 ] , 13 ) −2∗B∗pow(1/ r [ 0 ] [ 0 ] , 7 )

)/mass [ 0 ] ;
//Výpoč et s í l y z LJ in t e r akc í

#pragma omp atomic
a ccnex t [ 0 ] . x+=(fmin ( s i z e [0]−( pos [ k ] [ 0 ] . x−pos [ j ] [ 0 ] . x ) ,

pos [ k ] [ 0 ] . x−pos [ j ] [ 0 ] . x )
)/ r [ 0 ] [ 0 ] ∗ f l j ;

#pragma omp atomic
a ccnex t [ 0 ] . y+=(fmin ( s i z e [0]−( pos [ k ] [ 0 ] . y−pos [ j ] [ 0 ] . y ) ,

pos [ k ] [ 0 ] . y−pos [ j ] [ 0 ] . y )
)/ r [ 0 ] [ 0 ] ∗ f l j ;

#pragma omp atomic
a ccnex t [ 0 ] . z+=(fmin ( s i z e [0]−( pos [ k ] [ 0 ] . z−pos [ j ] [ 0 ] . z ) ,

pos [ k ] [ 0 ] . z−pos [ j ] [ 0 ] . z )
)/ r [ 0 ] [ 0 ] ∗ f l j ;

} ;
for ( int m=0;m<3;m++){

//vazby mezi atomy v ramci jedn é molekuly

for ( int l =0; l <3; l ++){
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i f (m==l ) continue ;
double d i s p l a c emen t=s q r t (pow ( ( pos [ j ] [m] . x−pos [ j ] [ l ] . x ) ,2)+

pow ( ( pos [ j ] [m] . y−pos [ j ] [ l ] . y ) ,2)+
pow ( ( pos [ j ] [m] . z−pos [ j ] [ l ] . z ) , 2 ) )

−c o n s t r a i n t d i s t [m] [ l ] ;
double f v a zba=kappa/mass [m]∗ ( d i s p l a c emen t ) ;
#pragma omp atomic
a ccnex t [m] . x+=fvazba ∗( pos [ j ] [ l ] . x−pos [ j ] [m] . x )/

( s q r t (pow ( ( pos [ j ] [m] . x−pos [ j ] [ l ] . x ) ,2)+
pow ( ( pos [ j ] [m] . y−pos [ j ] [ l ] . y ) ,2)+
pow ( ( pos [ j ] [m] . z−pos [ j ] [ l ] . z ) , 2 ) ) ) ;

#pragma omp atomic
a ccnex t [m] . y+=fvazba ∗( pos [ j ] [ l ] . y−pos [ j ] [m] . y )/

( s q r t (pow ( ( pos [ j ] [m] . x−pos [ j ] [ l ] . x ) ,2)+
pow ( ( pos [ j ] [m] . y−pos [ j ] [ l ] . y ) ,2)+
pow ( ( pos [ j ] [m] . z−pos [ j ] [ l ] . z ) , 2 ) ) ) ;

#pragma omp atomic
a ccnex t [m] . z+=fvazba ∗( pos [ j ] [ l ] . z−pos [ j ] [m] . z )/

( s q r t (pow ( ( pos [ j ] [m] . x−pos [ j ] [ l ] . x ) ,2)+
pow ( ( pos [ j ] [m] . y−pos [ j ] [ l ] . y ) ,2)+
pow ( ( pos [ j ] [m] . z−pos [ j ] [ l ] . z ) , 2 ) ) ) ;

}
}

} ;

int main ( ){
// i n i c i a l i z a c e

FILE ∗ f p ;
char ∗ elname ;
fp = fopen ( ” i c e 2 . i n ” , ” r ” ) ;
for ( j =0; j<N; j++){

f loat x ;
f loat y ;
f loat z ;

//nač ten í ze souboru
elname=new char ;
f s c a n f ( fp , ”%s %f %f %f ” , elname , &x ,&y ,&z ) ;
pos [ j ] [ 0 ] . x=x ; pos [ j ] [ 0 ] . y=y ; pos [ j ] [ 0 ] . z=z ;
f s c a n f ( fp , ”%s %f %f %f ” , elname , &x ,&y ,&z ) ;
pos [ j ] [ 1 ] . x=x ; pos [ j ] [ 1 ] . y=y ; pos [ j ] [ 1 ] . z=z ;
f s c a n f ( fp , ”%s %f %f %f ” , elname , &x ,&y ,&z ) ;
pos [ j ] [ 2 ] . x=x ; pos [ j ] [ 2 ] . y=y ; pos [ j ] [ 2 ] . z=z ;
for ( int i =0; i <3; i ++){

// i n i c i a l i z a c e r y ch l o s t í na nulu
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v e l [ j ] [ i ] . x=0;
v e l [ j ] [ i ] . y=0;
v e l [ j ] [ i ] . z=0;

}
} ;
for ( j =0; j<N; j++){

// I n i c i a l i z a c e z rych l en í
c a l c u l a t e f o r c e s ( j ) ;

for ( int l =0; l <3; l ++){acc [ j ] [ l ]= accnex t [ l ] ; } ;
} ;
for ( int i =0;true ; i ++){ //Hlavn í výpoč etn í smyčka

K=0; //Nejprve vynulujeme okamž i tou k ine t i ckou e n e r g i i
for ( j =0; j<N; j++){

/∗ okra jov é podm í nky
Pokud kys l í k v ně jak é molekule př esahuje def inovan é
hranice , bude př esunut tak , aby j i ž l e ž e l uvnit ř
o b l a s t i

∗/

i f ( pos [ j ] [ 0 ] . x>s i z e [ 0 ] ) {
for ( int k=2;k>=0;k−−){
pos [ j ] [ k ] . x−=s i z e [ 0 ] ∗ f l o o r ( pos [ j ] [ 0 ] . x/ s i z e [ 0 ] ) ;

}
}
i f ( pos [ j ] [ 0 ] . x<0){
for ( int k=2;k>=0;k−−){
pos [ j ] [ k ] . x−=s i z e [ 0 ] ∗ f l o o r ( pos [ j ] [ 0 ] . x/ s i z e [ 0 ] ) ;

}
}

i f ( pos [ j ] [ 0 ] . y>s i z e [ 1 ] ) {
for ( int k=2;k>=0;k−−){
pos [ j ] [ k ] . y−=s i z e [ 1 ] ∗ f l o o r ( pos [ j ] [ 0 ] . y/ s i z e [ 1 ] ) ;

}
}
i f ( pos [ j ] [ 0 ] . y<0){
for ( int k=2;k>=0;k−−){
pos [ j ] [ k ] . y−=s i z e [ 1 ] ∗ f l o o r ( pos [ j ] [ 0 ] . y/ s i z e [ 1 ] ) ;

}
}

i f ( pos [ j ] [ 0 ] . z>s i z e [ 2 ] ) {
for ( int k=2;k>=0;k−−){
pos [ j ] [ k ] . z−=s i z e [ 2 ] ∗ f l o o r ( pos [ j ] [ 0 ] . z / s i z e [ 2 ] ) ;
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}
}
i f ( pos [ j ] [ 0 ] . z<0){
for ( int k=2;k>=0;k−−){
pos [ j ] [ k ] . z−=s i z e [ 2 ] ∗ f l o o r ( pos [ j ] [ 0 ] . z / s i z e [ 2 ] ) ;

}
}

i f ( i %100==0){ //Výstup sou ř adnic každých 100 kroků
p r i n t f (

”ATOM %4 i O W %2 i %8.3 f %8.3 f %8.3 f 1 .00 0 .00\n” ,
3∗ j , j , pos [ j ] [ 0 ] . x , pos [ j ] [ 0 ] . y , pos [ j ] [ 0 ] . z , ’O ’ ) ;
p r i n t f (

”ATOM %4 i H W %2 i %8.3 f %8.3 f %8.3 f 1 .00 0 .00\n” ,
3∗ j +1, j , pos [ j ] [ 1 ] . x , pos [ j ] [ 1 ] . y , pos [ j ] [ 1 ] . z , ’H ’ ) ;
p r i n t f (

”ATOM %4 i H W %2 i %8.3 f %8.3 f %8.3 f 1 .00 0 .00\n” ,
3∗ j +2, j , pos [ j ] [ 2 ] . x , pos [ j ] [ 2 ] . y , pos [ j ] [ 2 ] . z , ’H ’ ) ;
f f l u s h ( s tdou t ) ;

} ;

for ( int l =0; l <3; l ++){
//krok s imulace − poloha
pos [ j ] [ l ] . x+=dt∗ v e l [ j ] [ l ] . x+dt∗ dt∗ acc [ j ] [ l ] . x ;
pos [ j ] [ l ] . y+=dt∗ v e l [ j ] [ l ] . y+dt∗ dt∗ acc [ j ] [ l ] . y ;
pos [ j ] [ l ] . z+=dt∗ v e l [ j ] [ l ] . z+dt∗ dt∗ acc [ j ] [ l ] . z ;

}
} ;
for ( j =0; j<N; j++){
c a l c u l a t e f o r c e s ( j ) ;
for ( int l =0; l <3; l ++){
//krok s imulace − r y ch l o s t
v e l [ j ] [ l ] . x+=dt ∗( acc [ j ] [ l ] . x+accnex t [ l ] . x ) / 2 ;
v e l [ j ] [ l ] . y+=dt ∗( acc [ j ] [ l ] . y+accnex t [ l ] . y ) / 2 ;
v e l [ j ] [ l ] . z+=dt ∗( acc [ j ] [ l ] . z+accnex t [ l ] . z ) / 2 ;
acc [ j ] [ l ] . x=accnex t [ l ] . x ;
acc [ j ] [ l ] . y=accnex t [ l ] . y ;
acc [ j ] [ l ] . z=accnex t [ l ] . z ;

} ;
for ( int m=0;m<3;m++){

//Spoč í t áme př í sp ěvek j−t é molekuly k
// ce lkov é k i n e t i c k é e n e r g i i

K+=mass [m]∗ ( v e l [ j ] [m] . x∗ v e l [ j ] [m] . x+
v e l [ j ] [m] . y∗ v e l [ j ] [m] . y+
v e l [ j ] [m] . z∗ v e l [ j ] [m] . z ) / 2 ;

}
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} ;
for ( j =0; j<N; j++){

//Šká lov án í r y ch l o s t í

for ( int m=0;m<3;m++){
v e l [ j ] [m] . x∗=sq r t ( TargetK/K) ;
v e l [ j ] [m] . y∗=sq r t ( TargetK/K) ;
v e l [ j ] [m] . z∗=sq r t ( TargetK/K) ;

}
} ;
p r i n t f ( ”%f %f \n” , TargetK ,K ) ;
i f ( i %100==0){ p r i n t f ( ”END %i \n” , i ) ; f f l u s h ( s tdou t ) ; } ;
//Ukonč en í vý p i su

} ;
} ;
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Následně jsem každou verzi nechal běžet po dobu 24 hodin na počítačích
MetaCentra, s časovým krokem 0.1fs. Za dobu běhu program provedl přibližně
240000 iteračních kroků, což odpovídá času 24ps.
Po uplynutí určitého počtu kroků dospěl systém do stavu, že molekuly vy-

tvořily shluk, který se posléze pohyboval v rámci periodické buňky jako celek.
To je nežádoucí jev, kterému by se dalo předejít kontrolou tlaku a s ní souvi-
sející dynamickou změnou objemu periodické buňky. Jako počáteční stav jsem

Obrázek 3.1: Stav systému na začátku simulací

použil systém, který v sobě obsahuje molekuly kapalné vody uzavřené mezi dvě
tenké vrstvy ledu -viz obrázek 3.1. K vizualizaci molekul jsem použil program
VMD. Stav systému, nazíraného ze stejného pohledu jako na počátku, je uveden
v obrázku 3.2.

(a) TIPS (b) TIP3P (c) SPC

Obrázek 3.2: Stav systému po 24 ps
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4. MD simulace A2A GPCR v
komplexu s adenosinem a jeho
analogem NECA
Adenosinový A2A receptor patří mezi tzv. receptory spřažené s G-proteiny (GP-
CR), které po navázaní agonisty (v tomto konkrétním případě to jsou např. ade-
nosin nebo noradrenalin) do vazebného místa na intracelulární straně prodělají
konformační změnu, která aktivuje intracelulární G-proteiny [17]. Medicínsky je
rodina cca. 800 GPCR receptorů nesmírně důležitá, neboť na ni cílí cca. 1/3 všech
současných léků. Všechny GPCR mají podobnou strukturu sestávající ze sedmi
transmembránových helixů, které obsahují konzervované sekvenční motivy, což
svědčí o tom, že jsou aktivovány stejným způsobem. Kontrakce kapsy pro vazbu
ligandů způsobená pohybem helixů 3, 5 a 7 je přitom společným rysem akti-
vovaných GPCR [17–22]. A2AGPCR Má několik důležitých biologických funkcí.
Kontroluje tok krve v koronárních tepnách, v mozku kontroluje uvolňování dopa-
minu (souvisí tedy s vnímáním bolesti, změnami nálad, depresí, Parkinsonovou
chorobou) a reguluje též příliš aktivní buňky imunitního systému (tj. chrání tkáně
před poškozením zánětem).
V současné době je známo několik desítek krystalových struktur GPCR. V

článku [17] byly prezentované dvě krystalové struktury (v proteinové databance
www.pdb.org jsou dostupné pod kódovým označním 2YDO a 2YDV) lidské va-
ritany A2AGPCR s navázaným přirozeným agonistou adenosinem a syntetickým
analogem adenosinu NECA. Obě struktury reprezentují přechodovou konformaci
mezi neaktivním a aktivním stavem A2AGPCR, protože mají všechny znaky plně
aktivovaného GPCR s výjimkou konformace cytoplasmického konce transmem-
bránového helixu 6. Ribóza obou ligandů zasahuje hluboko do kavity pro vazbu
ligandů, kde dochází k polárním interakcím s konzervovanými residui v helixu 7
(Ser277 a His278) a k nepolárním interakcím s řadou residuí v helixu 3.
Krystalové struktury zachycují GPCR pouze v jedné z mnoha možných kon-

formací. Molekulárně-dynamické simulace proto mohou podstatně rozšířit množ-
ství informací o struktuře a dynamice GPCR [20–22]. V rámci této práce byly
provedeny celkem tři MD simulace A2AGPCR. Ve dvou simulacích byl ligandem
A2AGPCR adenosin a v jedné MD simulaci syntetický analog adenosinu NECA.
Simulované systémy A2AGPCR v komplexu s ligandem vetknuté do fosfolipidické
dvojvrstvy a obklopené vodní obálkou sestávaly z cca. 120.000 atomů (obrázek
4.1)
Všechny MD simulace byly realizovány v superpočítačovém MetaCentru (me-

tavo.metacentum.cz) prostřednictvím výpočetního klastru Gram. Každý uzel to-
hoto výpočetního klastru je osazen dvěma osmijádrovými procesory Intel Xeon
E5-2670 pracujícími na frekvenci 2,6 GHz. Kromě toho je každý uzel klastru
Gram osazen čtyřmi grafickými kartami (GPU) typu nVidia Tesla M2090 s 512
výpočetními jádry. Jedna MD simulace přitom vždy plně využívala výpočetní
kapacitu celého uzlu. To znamená, že běžela paralelně na 16 klasických počítačo-
vých jádrech a 2048 jádrech GPU. To umožnilo získat trajektorie o délce 100-125
ns.
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Obrázek 4.1: Simulovaný systém - A2AGPCR v komplexu s adenosinem obklopen
fosfolipidickou dvojvrstvou a vodní obálkou.

Prvním cílem provedených MD simulací bylo postihnout, zda simulovaný sys-
tém zůstane na časové škále desítek nanosekund stabilní a zejména zda zůstane
stabilní síť interakcí poutající ligand v jeho vazebné kavitě. Stabilita simulova-
ného systému vygenerovaného na základě krystalové struktury totiž v žádném
případě není samozřejmostí. V krystalech biomolekuly interagují se svými iden-
tickými kopiemi a není tak jisté, že konformace z krystalu bude zachována i
v roztoku popř. ve specifickém prostředí buněčných membrán – fosfolipidických
dvojvrstev. Krystalové struktury membránových proteinů včetně GPCR je přitom
principiálně obtížné získat, neboť jejich uspořádání se po odstranění membrány
(nezbytném pro krystalizaci) může změnit. Většinou je proto struktura GPCR pro
potřeby krystalizace nějakým způsobem uměle termostabilizovaná. Nejčastěji se
třetí intracelulární smyčka GPCR (tzv. ICL3 nebo-li residua 214-223 poutající
helixy 5 a 6) nahrazuje lysozymem. V případě A2AGPCR byly namísto toho pro-
vedeny bodové mutace čtyř residuí Leu48Ala, Ala54Leu, Thr65Ala, Gln89Ala,
Asn154Ala [17]. V krystalové struktuře A2AGPCR oblast ICL3 A2AGPCR chybí
(byla příliš flexibilní a pomocí rentgenové krystalografie tak nebylo možné její
prostorové uspořádání určit) a nemohla být tudíž do simulovaného systému za-
hrnuta. Proteinové vlákno A2AGPCR bylo tedy v daném místě přerušeno a celá
struktura tak byla v MD simulacích uměle destabilizovaná. To byl další důvod
pro to, zabývat se stabilitou simulovaného systému ve velmi dlouhých MD simu-
lacích. Nicméně konečným cílem těchto MD simulací je jejich využití pro in sili-
co racionální návrh a optimalizaci struktury agonistů a antagonistů A2AGPCR.
Umělá destabilizace A2AGPCR může zvýraznit rozdíly mezi různými ligandy.
Tj. případné rozdíly v jejich vazebných schopnostech se mohou projevit na časo-
vé škále kratší, než by se projevily v analogických MD simulacích s kompletním
A2AGPCR. To je v případě výpočtů, které kontinuálně běží dny či spíše týdny
pochopitelně atraktivní.
Dalším cílem zde prezentovaných MD simulací bylo prozkoumat, jak přesně se

ligandy do vazebného místa A2AGPCR váží. Pomocí rentgenové krystalografie je
totiž možné určit polohu těžkých atomů – ne však vodíkových atomů. Postranní
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řetězce aminokyselin se přitom mohou nacházet v různých protonačních stavech.
Takže například Asp či Glu residua mohou být buď neprotonovaná a v důsledku
toho záporně nabitá, nebo protonovaná a tudíž neutrální. To, v jakém stavu se
konkrétní postranní řetězec nachází, záleží na kontextu, v jakém se nachází – tj.
zda je situován uvnitř proteinové struktury nebo na jejím povrchu a zda je v v
kontaktu s molekulami vody popř. s kladně či záporně nabitými ionty. Ještě více
možných stavů nacházíme u postranních řetězců histidinu (His). V prstenci jejich
postranního řetězce se nachází dva dusíkové atomy a vodíkový atom se přitom
může vázat buď k jednomu z nich nebo se dva vodíkové atomy mohou vázat k
oběma dusíkovým atomům (v takovém případě je postranní řetězec His kladně
nabitý).
V aktivním místě A2AGPCR přitom jak adenosin tak NECA interagují s

postranními řetězci His250 a His278. Způsob vazby k ligandům je diskutabilní
zejména u His250. Proto byly ve zde prezentovaných MD simulacích testovány
dvě možné varianty His250 - s protonovaným ND či NE atomem (viz. Obrázek
4.3 vs. 4.5).
Podrobně monitorována byla síť interakcí adenosinu/NECA s aminokyselina-

mi, které oba ligandy obklopují (Obrázek 4.2). Konkrétně se jednalo o postranní
řetězce Thr88, Trp246, His250, Asn253, Ser277, His278. Kromě toho byly analy-
zovány konformační preference residuí Trp246, Ile92, Phe242 a Tyr197, o kterých
je známo, že fungují jako jakési přepínače mezi aktivním a neaktivním stavem
A2AGPCR. Dále byl monitorován časový vývoj konformačních preferencí tzv.
N-glykosidického torzního úhlu adenosinu/NECA indikující vzájemnou orientaci
báze a ribosy ligandu.
V krystalových strukturách (Obrázek 2):

1. Thr88 z Helixu 3 interaguje specificky pouze se syntetickým analogem ade-
nosinu NECA.

2. Trp246 z Helixu 6 interaguje nepolárně s ribózou obou ligandů.

3. His250 z Helixu 6 interaguje s 5’OH skupinou obou ligandů.

4. Asn253 z Helixu 6 interaguje s bazemi obou ligandů.

5. Ser277 z Helixu 7 interaguje s 3’OH hydroxylovou skupinou na ribóze obou
ligandů.

6. His278 z Helixu 7 interaguje s 2’OH hydroxylovou skupinou na ribóze obou
ligandů.
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Obrázek 4.2: Vlevo: Adenosin ve vazebném místě A2AGPCR tvořeném modrými
residui Thr88, Trp246, His250, Asn253, Ser277, His278. Zeleně jsou znázorně-
na residua, která mění konformaci při přechodu mezi aktivní a neaktivní for-
mou A2AGPCR. Žlutě jsou znázorněna residua, která byla mutována, aby byl
A2AGPCR termostabilní. Vpravo: Páteř A2AGPCR – šedě jsou obarveny Heli-
xy 1-5, fialově Helixy 6-8. Čára dole tvořená kuličkami vyznačuje místo, kde v
krystalové struktuře chybí ICL3.
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V první MD1 simulaci s adenosinem a A2AGPCR His250 D (Obrázek 4.3, 4.4)

1. Thr88 interagovalo s 5’OH skupinou adenosinu v první čtvrtině MD simu-
lace.

2. Trp246 bylo setrvale v kontaktu s ribosou adenosinu.

3. His250 D s adenosinem kontakt nenavázalo.

4. Asn253 se vázalo k bázi adenosinu během prvních 25 ns MD simulace.

5. Ser277 bylo s několika výjimkami setrvale v kontaktu s 3’OH skupinou
adenosinu.

6. His278 interagovalo s 2’OH skupinou adenosinu zejména na počátku a na
konci MD simulace.

7. Adenosin (červená) báze a ribosa byly vůči sobě v poloze anti.

8. Trp246 (zelená) byl v konformaci -gauche.

9. Ile92 (modrá) preferoval konformaci trans s několika přeskoky do konfor-
mace –gauche.

10. Phe242 (bleděmodrá) byl v konformaci -gauche.

11. Tyr197 (růžová) preferoval dlouho konformaci -gauche a poté gauche.

12. Vzdálenost mezi volnými konci Helixu 5 a 6, kde chybí ICL3, oscilovala
kolem 15 A.

Obrázek 4.3: Adenosin ve vazebném místě A2AGPCR tvořeném residui Thr88,
Trp246, His250 D, Asn253, Ser277, His278

27



Obrázek 4.4: Časový vývoj interakcí adenosinu ve vazebném místě A2AGPCR
tvořeném residui Thr88, Trp246, His250 D, Asn253, Ser277, His278. Konformační
preference Adenosinu, Trp246, Ile92, Phe242 a Tyr197. Vzdálenost mezi volnými
konci Helixu 5 a 6, kde chybí ICL3.
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Ve druhé MD2 simulaci s adenosinem a A2AGPCR His250 E (Obrázek 4.5,
4.8)

1. Thr88 se dostalo do letmého kontaktu s 5’OH skupinou adenosinu až v
úplném závěru.

2. Trx p246 byl v proměnlivě intenzivním kontaktu s Trp246.

3. His250 E byl až téměř do konce v kontaktu s 5’OH skupinou adenosinu.

4. Asn253 ztratilo kontakt s bazí adenosinu v posledních dvaceti ns.

5. Ser277 byl až téměr do konce v kontaktu s 3’OH skupinou adenosinu.

6. His278 byl až téměř do konce v kontaktu s 2’OH skupinou adenosinu.

7. Adenosin (červená) báze a ribosa byly vůči sobě v poloze anti.

8. Trp246 (zelená) osciloval mezi polohami trans a -gauche

9. Ile92 (modrá) byl v první části simulace konformačně promiskuitní, pak
preferoval konformaci trans.

10. Phe242 (bleděmodrá) osciloval mezi konformery gauche, -gauche, trans.

11. Tyr197 (růžová) byl v konformaci -gauche.

12. Vzdálenost mezi volnými konci Helixu 5 a 6, kde chybí ICL3, oscilovala
kolem 15 A.

Obrázek 4.5: Adenosin ve vazebném místě A2AGPCR tvořeném residui Thr88,
Trp246, His250 E, Asn253, Ser277, His278
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Obrázek 4.6: Časový vývoj interakcí adenosinu ve vazebném místě A2AGPCR
tvořeném residui Thr88, Trp246, His250 E, Asn253, Ser277, His278. Konformační
preference Adenosinu, Trp246, Ile92, Phe242 a Tyr197. Vzdálenost mezi volnými
konci Helixu 5 a 6, kde chybí ICL3.
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Ve třetí MD3 simulaci s NECA a A2AGPCR His250 D (Obrázek 4.7, ??)

1. Thr88 byl setrvale v kontaktu s modifikovanou skupinou NECA.

2. Trp246 byl setrvale v kontaktu s ribosou NECA.

3. His250 E byl setrvale v kontaktu s modifikovanou skupinou NECA.

4. Asn253 byl setrvale v kontaktu s bazí NECA.

5. Ser277 bylo v kontaktu s 3’OH skupinou NECA s výjimkou krátkých rever-
zibilních rozpadů.

6. His27 8 bylo v kontaktu s 2’OH skupinou NECA s výjimkou krátkých re-
verzibilních rozpadů.

7. NECA (červená) báze a ribosa byly vůči sobě v poloze anti, několik oscilací
do polohy high anti doprovázelo výše zmíněné reverzibilní rozpady.

8. Trp24 6 (zelená) bylo konformačně stabilní. Preferovalo konformer –gauche.

9. Ile92 (modrá) bylo konformačně stabilní. Preferovalo konformer trans.

10. Phe242 (bleděmodrá) bylo v první polovině simulace konformačně stabilní,
ve druhé polovině oscilovalo mezi polohami gauche a –gauche.

11. Tyr197 (růžová) bylo konformačně stabilní.

12. Vzdálenost mezi volnými konci Helixu 5 a 6, kde chybí ICL3, oscilovala
oproti předchozím MD simulacím v daleko větším rozpětí 5-25 A.

Obrázek 4.7: NECA ve vazebném místě A2AGPCR tvořeném residui Thr88,
Trp246, His250 E, Asn253, Ser277, His278
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Obrázek 4.8: Časový vývoj interakcí NECA ve vazebném místě A2AGPCR tvo-
řeném residui Thr88, Trp246, His250 E, Asn253, Ser277, His278. Konformační
preference Adenosinu, Trp246, Ile92, Phe242 a Tyr197. Vzdálenost mezi volnými
konci Helixu 5 a 6, kde chybí ICL3.
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Závěr
V teoretické části předkládané práce byly zrekapitulovány základní poznatky o
struktuře biomolekul a algoritmech uplatňovaných v tzv. molekulárně-dynamických
(MD) simulacích. Pro aktivní osvojení si základních algoritmů MD simulací byl
vytvořen vlastní program pro simulace periodického boxu s molekulami vody
reprezentovanými prostřednictvím různých modelů (SPC, TIPS, TIP3P). Meto-
da MD simulací byla následně aplikována na strukturu membránového proteinu
A2AGPCR ukotveného ve fosfolipidické dvojvrstvě a obklopeného vodní obálkou
(dohromady cca. 120.000 atomů). Smyslem těchto MD simulací bylo porovnat
vazbu přirozeného agonisty adenosinu a jeho syntetického analogu NECA do va-
zebného místa na extracelulární straně A2AGPCR. Pro tyto MD simulace byl
použit softwarový balík NAMD a výpočetní klastr Gram (jehož každý uzel je
osazen 16 CPU jádry a 4 GPU) v superpočítačovém MetaCentru.
V krystalové struktuře A2AGPCR, která byla použita jako výchozí při bu-

dování simulovaných systémů, chybí intracelulární smyčka ICL3 (nebo-li residua
214-223) poutající helixy 5 a 6. Ve všech MD simulacích byla proto monitorována
vzdálenost mezi v důsledku toho vzniklými volnými konci helixů 5 a 6 (tj. resi-
dui 213 a 224). V obou MD simulacích s adenosinem oscilovala tato vzdálenost
okolo 15 Å . Podstatně více proměnlivá (5-25 Å) pak byla v MD simulaci s ana-
logem adenosinu NECA, jenž se do vazebného místa v A2AGPCR vázal pevněji
než adenosin. Může to obrážet skutečnost, že vazba agonisty do vazebného místa
A2AGPCR na extracelulární straně vyvolá změny na intracelulární straně takové,
že je umožněna vazba signalizačního G-proteinu k A2AGPCR.
Srovnání MD simulací 1 a 2, v nichž figuroval jako ligand adenosin, ukázalo, že

A2AGPCR s His250 E vázal adenosin podstatně lépe než A2AGPCR s His250 D.
Kontakt báze adenosinu s Asn253 se u A2AGPCR s His250 D rozpadl již v první
čtvrtině MD simulace. V MD simulaci s A2AGPCR s His250 E došlo k narušení
této interakce naopak až v poslední čtvrtině MD simulace. Z krystalové struk-
tury přitom nebylo zřejmé, zda mezi adenosinem a His250 k nějakému přímému
kontaktu vůbec dochází. Zajímavým aspektem v MD simulaci s adenosinem a
A2AGPCR s His250 E byly konformační preference postranního řetězce Trp246. I
přes poměrně těsný kontakt s adenosinem totiž osciloval mezi několika konforme-
ry. Trp246 přitom stojí na počátku řetězce residuí, jejichž konformační přechody
stimulují přechod mezi uzavřenou a otevřenou formou A2AGPCR.
NECA se k A2AGPCR s His250 E vázalo stabilněji než adenosin. Je to zřej-

mé, ze všech sledovaných parametrů. Občas docházelo k reverzibilním rozpadům
kontaktů mezi ribosou NECA a postranními řetězci Ser277 a His278. Takže ani
vazba tohoto ligandu do vazebného místa A2AGPCR není úplně optimální a je zde
prostor pro další rafinaci jeho struktury prostřednictvím nástrojů počítačového
modelování.
Vazebné místo A2AGPCR tak trochu připomíná houpačku. Ligand je v ne-

polárním kontaktu s objemným postranním řetězcem Trp246. Na jedné straně se
prostřednictvím 5’OH skupiny či jejího analogu váže k Thr88 a His250 a na druhé
straně hydroxylovými skupinami 2’OH a 3’OH k Ser277 a His278. V MD simu-
lacích s adenosinem byly relativně labilnější kontakty s 5’OH skupinou. Analog
NECA má 5’OH substituované jinou skupinou atomů, která je schopna efektivně
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interagovat současně s řetězci Thr88 a His250. NECA proto vykazoval drobné
nestability naopak pokud jde o interakci jeho 2’OH a 3’OH skupin se Ser277 a
His278.
Z uvedených výsledků je zřejmé, že díky velmi dlouhým MD simulacím (zís-

kaným prostřednictvím výkonného výpočetního klastru Gram - 16x CPU + 4x
GPU) bylo možné odhalit diference u na první pohled téměř identických agonistů
A2AGPCR (adenosin vs. NECA). A to jak pokud jde o vazebné schopnosti (NE-
CA se do vazebné kavity vázal pevněji), tak i pokud jde o konformační preference
aminokyselin ve vazebné kavitě v okamžiku, kdy tam byly ligandy pevně navázané
(vazba adenosinu dovolovala postrannímu řetězeci Trp246 oscilovat mezi dvěma
konformery).
Do budoucna bude zajímavé ověřit výše uvedené výsledky prostřednictvím ví-

ce MD trajektorií. Zajímavé by také bylo vyzkoušet různá silová pole pro biomole-
kuly. Absence ICL3 nepochybně destabilizuje A2AGPCR, což zřejmě zvýrazňuje
rozdíly ve vazebných schopnostech ligandů. Pro získání struktury kompletního
GPCR by v současné době bylo možné použít několik strategií. Vytvořit chimé-
ru – doplnit ICL3 např. z molekuly Rhodopsinu. Určit strukturu ICL3 pomocí
prostředků homologního modelování a její prostorovou konformaci doladit po-
mocí velmi dlouhých MD simulací. Pro posouzení efektivity ligandu je důležité
zabývat se nejen okamžikem, kdy je plně navázán v aktivním místě receptoru.
Důležitý je i proces navazování. Do budoucna by proto bylo zajímavé prostřed-
nictvím velmi dlouhých MD simulací sledovat celý proces navazování různých
ligandů k A2AGPCR.
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A NAMD - příprava simulovaného systému

Základním zdrojem, kde je možné získat prostorové struktury proteinů, je inter-
netová databáze PDB (Protein DataBank). Zde zveřejněné soubory v sobě však
obsahují jen informace o prostorovém rozmístění atomů v proteinu, bez informací
o jejich vazebné struktuře či o dalších molekulách, které jsou podstatnou součástí
zkoumaných systémů (jako například membrány či vodní obálka). Proto je nutné
před započetím samotných simulací systém připravit.
Prvník krokem je vytvoření souboru, osahujícího informace o struktuře a to-

pologii proteinů. Ten se dá vytvořit s použitím programu psfgen, který je součástí
standardní distribuce balíku VMD [16]. Tento program používá pro svůj vstup
kromě samotného PDB souboru také topologický soubor CHARMM, který obsa-
huje parametry základní stavební kameny biomolekul, a případné patche, jako je
například DISU pro lepší parametrizaci disulfidických můstků. Před dalším po-
kračováním je vhodné protein umístit do vodní obálky. K tomu je možno použít
program SOLVATE napsaný Helmutem Grubmüllerem z Ludwig-Maxmillians-
Universität München.
Dalším krokem je vytvoření membrány. Tu je možno vytvořit pomocí nástroje

Membrane builder, který jsou součástí VMD. Tento nástroj umožňuje vytvořit
membránu z lipidů POPC (cholinové) nebo POPE (ethanolaminové). Dalším kro-
kem je vložení proteinu do takto sestavené membrány, jeho správná orientace a
odstranění těch lipidových molekul, které se s proteinem překrývají či jsou příliš
blízko k jednotlivým atomům v proteinu.
Závěrečným krokem je vytvoření vodní obálky celého systému. K tomu se dá

využít nástroj solvate, který je součástí balíku VMD. S použitím tohoto nástroje
se vytvoří molekuly vody v těch místech systému, kde je dostatek prostoru -
tedy i v nepřirozených lokacích, jako je střed membrány. Tyto molekuly je nutno
následně ručně vymazat. Posledním krokem před tím, než je možno simulace
skutečně započít, je ionizace systému, aby byl elektricky neutrální. Toho je možno
dosáhnout s využitím nástroje autoionize ve VMD.
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B Konfigurace NAMD

Protože systém vznikl prostou kombinací vstupních dat z různých zdrojů (data
o proteinu z PDB; data o membráně a vodní obálka, každá zvlášť automaticky
vygenerovaná ve VMD), je nutno před započetím samotných simulací provést
několik přípravných běhů programu NAMD [11]. Pro simulaci byly použity kon-
figurační soubory popsané v [7], doplněné a upravené tak, aby odpovídaly A2A
GPCR.
Ve všech bězích je použita Ewaldova sumace pro započítání elektrostatických

sil od vzdálených částic. Při použití Ewaldovy sumace se elektrostatický potenciál
rozdělí na část od blízkých a vzdálených částic, přičemž pro spočtení celkového
potenciálu od vzdálených částic se použije Fourierova transformace. [12]

Minimalizace energie při většině atomů zafixovaných :
Prvním krokem je minimalizace, kdy jsou explicitně zafixovány všechny ato-

my kromě těch, které tvoří ocásky membránových lipidových molekul. Lipidy v
simulovaném systému totiž vznikly několikanásobným zkopírováním jedné mole-
kuly POPC. Do systému byly explicitně zahrnuty periodické okrajové podmínky
a Langevinovská kontrola teploty.

#############################################
## POPIS ÚLOHY ##
#############################################

# Roztá t í l i p i d o v ých oc á sk ů . PME, kons tantn í t e p l o t a

#############################################
## UPRAVITELNÉ PARAMETERY ##
#############################################

structure ionized.psf

coordinates ionized.pdb

outputName ionized1

set temperature 300

i f {0} {
# Prvn í p ř í pravn ý běh
# Tato s e k c e s e n e spu s t í , j e ur č ena pro na č ten í
# stavu s y s t ému na konc i p ř edchoz í ch běhů
set inputname lesswater1

binCoordinates $inputname.restart.coor

binVelocities $inputname.restart.vel

extendedSystem $inputname.restart.xsc

}

firsttimestep 0

# Zač í náme na č a se 0
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#############################################
## PARAMETERY SIMULACE ##
#############################################

paraTypeCharmm on

parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm

#Nač ten í parametr ů po l e CHARMM

temperature $temperature

#Nastav íme t e p l o t u pro po č á t e čn í r y c h l o s t i

i f {1} {
cellBasisVector1 95. 0. 0.

cellBasisVector2 0. 95. 0.

cellBasisVector3 0. 0. 100.

cellOrigin -4.12 -2. -18.75

wrapWater on

wrapAll on

}

#Zavedeme p e r i o d i c k é ok r a j ov é podm í nky

exclude scaled1-4

1-4scaling 1.0

cutoff 12.

switching on

switchdist 10.

pairlistdist 13.5

#Nastaven í s i l o v é ho po l e

timestep 2.0

rigidBonds all

nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 20

# Nastaven í i n t e g r a čn í ho a l g o r i tmu − 2 f s na k r o k ,
# vazby r i g i d n í

i f {1} {
PME yes

PMEGridSizeX 80

PMEGridSizeY 80

PMEGridSizeZ 100

}

# Použ i j eme Ewaldovu sumaci − r y c h l e j š í výpo č e t
# e l e k t r o s t a t i c k é i n t e r a k c e od vzd á l e n ých č á s t i c
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langevin on

langevinDamping 1

langevinTemp $temperature

#Nastav íme kon t r o l u t e p l o t y Langev inovskou dynamikou

i f {0} {
useGroupPressure yes ;

useFlexibleCell yes ;

useConstantArea no ;

langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar −> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp $temperature

}

#Kont ro l a t l a ku − zde s e nepou ž i j e

restartfreq 1000 ;# 1000 krok ů = ka ždé 2 ps
dcdfreq 1000

xstFreq 1000

# Jak č a s t o s e bude uk l á dat s t av s y s t ému pro navá z án í
# da l š í mi výpo č ty a sou ř adn i c e bodů v mo l eku l e

outputEnergies 50

outputPressure 50

# Jak č a s t o s e budou vyp i s ova t e n e r g i e a t l a ky

i f {1} {
fixedAtoms on

fixedAtomsFile protein.fix

fixedAtomsCol B

fixedAtomsForces on

}

# V prvn ím běhu j s o u z a f i x o v ány v š echny atomy kromě
# l i p i d o v ých oc á sk ů − v PDB souboru p r o t e i n . f i x
# j s o u f i x o van é atomy ozna č eny hodnotou 1 v p o l i Beta

###################################################
## DODATEČNÉ PARAMETRY ##
###################################################
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eFieldOn yes

eField 0 0 -0.155

# Extern í e l e k t r i c k é p o l e

###################################################
## SPOUŠTĚCÍ SKRIPT ##
###################################################

# Min imiza t i on
i f {1} {
minimize 1000

reinitvels $temperature

}

run 250000 ;# 0 . 5 ns

#Nejprve 1000 x min ima l i zu j eme , pak
#spus t íme s imu l a c i na 250000 č asov ých krok ů

Nejprve proběhla energetická minimalizace systému, tj. drobné posunutí ato-
mů do takových poloh, že mají co nejmenší potenciální energii - to slouží k od-
filtrování efektů extrémní blízkosti jednotlivých atomů. Následně proběhla MD
simulace s Langevinovskou kontrolou teploty, čímž byl odstraněn nechtěný pořá-
dek u lipidových ocásků.
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Minimalizace a ekvilibrace při svázaném proteinu Ve druhém příprav-
ném běhu programu dojde nejprve opět k minimalizaci energie, tentokrát již pro
všechny atomy. Poté opět proběhne simulace pro krátký počet časových kroků,
aby se systém dostal do rovnováhy. Tentokrát jsou do systému ke standardnímu
silovému poli přidány dvě virtuální síly: Jednak harmonické osciáltory, které udr-
žují atomy proteinu na jejich pozicích, a jednak síla explicitně zabraňující vodě
vstupovat do interakčních míst mezi proteinem a membránou.

###########################################
## POPIS ÚLOHY ##
###########################################

# Pro t e i n sv á zaný . PME, kons tantn í t l a k .

###########################################
## UPRAVITELNÉ PARAMETRY ##
###########################################

structure ionized.psf

coordinates ionized.pdb

outputName ionized2

set temperature 300

i f {1} {
set inputname ionized1

binCoordinates $inputname.restart.coor

binVelocities $inputname.restart.vel

extendedSystem $inputname.restart.xsc

}

# Nač teme s t av s y s t ému z vý stupu p ř edchoz í ho běhu

firsttimestep 251000

###########################################
## PARAMETRY SIMULACE ##
###########################################

# vstup
paraTypeCharmm on

parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm

#tempera tur e $ t empera tur e
# Poč á t e čn í r y c h l o s t i na č teme ze soubo ru :
# t e p l o t u na po č á tku s imu l a c e n e s p e c i f i k u j em e

i f {0} {
cellBasisVector1 77. 0. 0.
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cellBasisVector2 0. 77. 0.

cellBasisVector3 0. 0. 90.

cellOrigin 0.28 0.29 6.22

}

# Vlo ž en é p e r i o d i c k é ok r a j ov é podm í nky
# se nepou ž i j í , program j e na č t e ze
# vstupn í ch soubor ů s e stavem s y s t ému
# na konc i p ř edchoz í ho běhu

wrapWater on

wrapAll on

# Parametry s i l o v é ho po l e
exclude scaled1-4

1-4scaling 1.0

cutoff 12.

switching on

switchdist 10.

pairlistdist 13.5

# Parametry i n t e g r a c e
timestep 2.0

rigidBonds all

nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 20

# parametry s i l o v ých po l í a i n t e g r a c e
# s t e j n é j ako v p ř edchoz ím běhu

i f {1} {
PME yes

PMEGridSizeX 80

PMEGridSizeY 80

PMEGridSizeZ 90

}

# Ewaldova sumace

langevin on # zapnout Langevinovskou dynamiku

langevinDamping 1 # tlumící koeficient (gama) 5/ps

langevinTemp $temperature

#Kont ro l a t e p l o t y
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i f {1} {
useGroupPressure yes # potřeba pro 2fs kroky

useFlexibleCell yes

useConstantArea no

langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar −> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp $temperature

}

# Kont ro l a t l a ku změ nou v e l i k o s t i p e r i o d i c k é mř í ž ky

restartfreq 1000 ;# 1000 s t e p s = every 2 ps
dcdfreq 1000

xstFreq 1000

outputEnergies 50

outputPressure 50

i f {0} {
fixedAtoms on

fixedAtomsFile nottails.fix.pdb

fixedAtomsCol B

fixedAtomsForces on

}

# Tentokr á t ž ádné atomy ne f i xu j eme

##########################################
## DODATEČNÉ PARAMETRY ##
##########################################

constraints on

consexp 2

consref ionized.pdb

conskfile protein.cnst

conskcol B

margin 6

# Harmonick é vazby umožň u j í atomům pr o t e i nu
# j en v i b r o va t oko l o po č á t e čn í ch po loh

tclforces on

set waterCheckFreq 100
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set lipidCheckFreq 100

set allatompdb ionized.pdb

tclForcesScript keep_water_out.tcl

# Skr i p t na od s t r an ěn í vody z rozhran í mezi p ro t e inem a membránou

#eFie ldOn yes
#eF i e l d 0 0 −0.155

##########################################
## SPOUŠTĚCÍ SKRIPT ##
##########################################

# Min imiza t i on
i f {1} {
minimize 1000

reinitvels $temperature

}

run 250000 ;# 0 . 5 ns

#Spu š t ěn í s imu l a c e − s t e j n é j ako d ř í ve
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Ekvilibrace při uvolněném systému Při třetím přípravném běhu je již na-
stavení NAMD téměř identické s tím, které bude použito pro dlouho trvající
simulace. Na rozdíl od předchozích běhů již neproběhne minimalizace energie ani
nebudou kladeny žádné umělé podmínky na polohy atomů. Hlavním rozdílem
oproti finálním, produkčním, běhům simulace je to, že při kontrole tlaku nekla-
deme požadavek na konstantní plochu membrány, čímž umožňujeme membráně
dosáhnout správné konformace.

##########################################
## POPIS ÚLOHY ##
##########################################

# Pro t e i n uvo ln ěný . PME, kons tantn í t l a k .

##########################################
## UPRAVITELNÉ PARAMETRY ##
##########################################

structure ionized.psf

coordinates ionized.pdb

outputName ionized3

set temperature 310

# Pokra č ujeme z p ř edchoz í ch vý s l e d k ů
i f {1} {
set inputname ionized2

binCoordinates $inputname.restart.coor

binVelocities $inputname.restart.vel

extendedSystem $inputname.restart.xsc

}

firsttimestep 502000

############################################
## PARAMETRY SIMULACE ##
############################################

# Vstup
paraTypeCharmm on

parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm

wrapWater on

wrapAll on

# parametry s i l o v ých po l í
exclude scaled1-4
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1-4scaling 1.0

cutoff 12.

switching on

switchdist 10.

pairlistdist 13.5

# parametery i n t e g r á to ru
timestep 2.0 ;# 2 f s / s t ep
rigidBonds all ;# needed f o r 2 f s s t e p s
nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 20

i f {1} {
PME yes

PMEGridSizeX 80

PMEGridSizeY 80

PMEGridSizeZ 90

}

# Ewaldova sumace

langevin on

langevinDamping 1

langevinTemp $temperature

# Kont ro l a t e p l o t y

i f {1} {
useGroupPressure yes ;# needed f o r 2 f s s t e p s
useFlexibleCell yes

useConstantArea no

langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# v barech −> 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp $temperature

}

# Kont ro l a t l a ku

restartfreq 1000 ;# 1000 krok ů = ka ždé 2 ps
dcdfreq 1000

xstFreq 1000

outputEnergies 50
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outputPressure 50

#####################################
## DODATEČNÉ PARAMETRY ##
#####################################

# Jed in á změ na o p r o t i p ř edchoz ímu běhu − od s t r an ěn í
# ve š ke r ý ch v i r t u á l n í ch s i l

#eFie ldOn yes
#eF i e l d 0 0 −0.155

#####################################
## SPOUŠTĚCÍ SKRIPT ##
#####################################

# Min ima l i z a c e
i f {0} {
minimize 1000

reinitvels $temperature

}

#Tentokr á t m in ima l i z a c e neprob ě hne

run 250000 ;# 0 . 5 ns
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Produkční běhy Poslední, produkční běh programu proběhne s obdobným
nastavením, jako třetí přípravný běh; Hlavní změnou je přidání požadavku na
konstantní plochu membrány (). Další změny jsou u nastavení výstupu; Běh pro-
běhne s desetkrát nižší frekvencí výstupu souřadnic, protože jinak by velikost
výstupního souboru byla již neúnosná.

##################################################
## POPIS ÚLOHY ##
##################################################

# Pro t e i n uvo ln ěný . PME, kons tantn í t l a k a p l o c h a .

#################################################
## UPRAVITELNÉ PARAMETRY ##
#################################################

structure ionized.psf

coordinates ionized.pdb

outputName ionized5

set temperature 310

i f {1} {
set inputname ionized4

binCoordinates $inputname.restart.coor

binVelocities $inputname.restart.vel

extendedSystem $inputname.restart.xsc

}

firsttimestep 1002000

##############################################
## PARAMETRY SIMULACE ##
##############################################

# vstup
paraTypeCharmm on

parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm

wrapWater on

wrapAll on

exclude scaled1-4

1-4scaling 1.0

cutoff 12.

switching on

switchdist 10.
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pairlistdist 13.5

timestep 2.0

rigidBonds all

nonbondedFreq 1

fullElectFrequency 2

stepspercycle 20

i f {1} {
PME yes

PMEGridSizeX 100

PMEGridSizeY 100

PMEGridSizeZ 90

}

langevin on

langevinDamping 1

langevinTemp $temperature

i f {1} {
useGroupPressure yes

useFlexibleCell yes

useConstantArea yes

# Hlavn í změ na o p r o t i p ř í pravn ým běhům −
# př i k o n t r o l e t l a ku po ž adujeme kons tantn í p lochu membrány

langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325

langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp $temperature

}

restartfreq 1000

dcdfreq 10000

xstFreq 1000

outputEnergies 50

outputPressure 50

# Tentokr á t bude program bě ž e t dé l e − sn í ž íme f r e k v e n c i
# vý p i su t r a j e k t o r i í , aby vý s l e dn ý soubor by l
# p ř i j a t e l n ě v e l k ý

#################################################
## DODATEČNÉ PARAMETRY ##
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#################################################

################################################
## SPOUŠTĚCÍ SKRIPT ##
################################################

run 14000000 ;# 0 . 5 ∗ 56 ns

# Tentokr á t bude běh prob í hat vý razn ě dé l e
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