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Abstrakt: V teoretické ¢asti predkladané prace byly zrekapitulovany zakladni po-
znatky o struktufe biomolekul a algoritmech uplatnovanych v tzv. molekularné-
dynamickych (MD) simulacich. Pro aktivni osvojeni si zakladnich algoritmi MD
simulaci byl vytvoren vlastni program pro simulace periodického boxu s molekula-
mi vody reprezentovanymi prostfednictvim rtiznych modela (SPC, TIPS, TIP3P).
Metoda MD simulaci byla nasledné aplikovana na strukturu membranového pro-
teinu A; 4GPCR ukotveného ve fosfolipidické dvojvrstvé a obklopeného vodni
obalkou (dohromady cca. 120.000 atomit). Smyslem téchto MD simulaci bylo po-
rovnat vazbu prirozeného agonisty adenosinu a jeho syntetického analogu NECA
do vazebného mista na extracelularni strané A, GPCR. Pro tyto MD simulace
byl pouzit softwarovy balik NAMD a vypocetni klastr Gram (jehoz kazdy uzel je
osazen 16 CPU jadry a 4 GPU) v superpocitacovém MetaCentru.
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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 A, GPCR
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 Ay GPCR. 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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Uvod

Ukolem molekularné dynamickych simulaci (dale MD) je numerické feseni klasic-
kych pohybovych rovnic s vyuzitim silovych poli.

Dvéma hlavnimi cily této prace je vytvoreni programu simulujiciho chovani
vody s vyuzitim MD metod a simulace membranovych proteinti pouzitim soft-
wareovych baliki NAMD a VMD.

V prvni kapitole jsou shrnuty zakladni poznatky o strukture nejvyznamneéjsich
bioorganickych molekul (nukleovych kyselin, proteint a lipidi).

Druha kapitola shrnuje metodiku MD simulaci, véetné zakladnich principt
a konceptl, na kterych stavi, a nékterych konkrétnich algoritmt, vyuzivanych
v praxi. Konkrétni matematické pozadi vétsiny pouzitych algoritmi presahuje
rozsah této prace, tak jsou popsany jen zbézné.

Treti kapitola je vénovana programu pro simulaci molekul vody, ktery vznikl
jako soucast této prace. Jako zasadni soucast obsahuje okomentovany vypis zdro-
jového kédu tohoto programu, spolu s analyzou jeho béhu. Do tohoto programu
nebyly zapracovany nékteré dilezité jevy, predevsim kontrola tlaku, a proto jeho
béh nemusi odpovidat skutecnosti.

Ctvrta kapitola je vénovana molekularnédynamickym simulacim GPC recep-
toru Asy s vyuzitim programu NAMD a analyze vyslednych trajektorii. Tento
receptor vykonava v lidském organismu dilezité tikoly predevsim pti kontrole to-
ku krve a pti regulovani mozkové aktivity. Z tohoto divodu patii mezi dulezité
cile 1é¢iv, predevsim v neurologii.

Za textem prace nasleduji prilohy, ve kterych je popsan postup pripravy si-
mulaci. Ptiloha A se vénuje pfipravé proteinti pomoci programu VMD, zatimco
v priloze B je popsana konfigurace programu NAMD ke béhu.



1. Struktura biomolekul

vz

Mezi nejdilezitéjsi bioorganické chemické slouceniny patii proteiny, nukleové ky-
seliny DNA a RNA a lipidové membrany. Zatimco proteiny a nukleové kyseliny
jsou polymery, membrany jsou struktury vytvorené nakupenim nezavislych sta-
vebnich kameni - lipidi.

1.1 Nukleové kyseliny

Zakladnimi stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin jsou nukleotidy, které se-
stavaji ze t¥1 ¢asti: fosfatové skupiny, sacharidu (rib6zy u RNA a deoxyribézy pro
DNA) a z nukleové base, kterda mtize byt zaloZena na purinu nebo na pyrimidinu.
Purinovymi basemi jsou adenin a guanin, pyrimidinovymi jsou thymin, cytosin
a uracil. (obrazek [[LT)). Adenin, guanin a cytosin se vyskytuji v DNA i v RNA,
zatimco thymin je specificky pro DNA a uracil pro RNA [I]. Retézec nukleo-
vé kyseliny je vytvofen vazbami mezi fosfatovou skupinou jednoho nukleotidu a
sacharidem ve druhém nukleotidu.
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(a) RNA: Adenosin, uridin, guanosin a(b) DNA: Adenosin, thymin, guanosin a
cytosin cytosin

Obrazek 1.1: Nukleotidy vyskytujici se v RNA a DNA

Prostorova konformace nukleovych kyselin

DNA, ktera se vyskytuje zejména v bunécnych jadrech, témér vzdy nabyva
prostorovou strukturu dvojsroubovice (dvojitého helixu). Ta je vytvofena ze dvou
fetézci nukleovych kyselin, navzajem propojenych fosfatovymi vazbami, které
jsou mezi sebou spojeny dvojicemi komplementarnich basi: adenosin se paruje
s thyminem a cytosin paruje s guanosinem. Ke kompletnimu popisu struktury
DNA tedy postacuje znat poradi nukleovych basi v jednom z obou fetézctl.

Dvojsroubovice DNA v pfirodé nabyva tfech rtznych konformaci (obrazek
[L2). V buiikich se nejcastéji vyskytuje B-DNA, ktera pti dehydraci roztoku muze
prejit v A-DNA. T¥eti konformace (Z-DNA) je od predchozich vyrazné odlisna.
Hlavnim rozdilem je to, Ze Z-DNA je narozdil od A- i B-DNA levoto¢iva a nikoliv
pravotociva.

Molekula RNA se vétsinou sklada z jednoho fetézce, ktery mize nabyvat rizné
prostorové konformace. I u RNA se uplatni komplementarita bazi, avsak vétsinou



Obrazek 1.2: Konformace DNA: A-DNA, B-DNA a Z-DNA

v ramci Tetézce nebo v komplexu RNA s DNA; klasické dvojsroubovice vytvari
RNA jen vzacné.

1.2 Proteiny

Zakladnimi stavebnimi jednotkami, jejichz polymerizaci vznikaji proteiny, jsou
aminokyseliny. Existuje velké mnozstvi rtiznych aminokyselin, z nichz nejvétsi
vyznam v biochemii mé 21 tzv. proteinogennich aminokyselin, které jsou kédo-
vany v eukaryotni DNA.
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(a) Jedna aminokyselina (b) Kratky peptidovy Fetézec

Obréazek 1.3: Struktura proteinogenni aminokyseliny

Aminokyselina se sklada z patere, ktera je pro vSechny aminokyseliny stejna
(obr. [[3]) a vytvail priméarni fetézec, a z postranniho fetézce, které se pro jed-
notlivé aminokyseliny lisi a podili se na vytvareni vyssich struktur v proteinech.

Priméarni strukturou proteinu se rozumi posloupnost jednotlivych aminoky-
selin v Tetézci. Zéakladni chemickou interakci v primérni strukture je peptidova
vazba (peptidem se rozumi kratky fetézec aminokyselin - dlouhy cca. do 50 mono-
mert) vznikld navazanim atomu dusiku z aminové skupiny jedné aminokyseliny



na atom uhliku z hydroxylové skupinydruhé aminokyseliny. (obréazek [[3]) Ve vy-
sledku dojde k vytvoreni dlouhého Tetézce, jejz miizeme orientovat podle toho,
kde je zakon¢en karboxylovou skupinou (C-konec) a kde aminovou skupinou (N-
konec). Obvykle proteiny a peptidy zapisujeme od N-konce smérem k C-konci,
coz odpovida poradi, ve kterém probihd syntéza proteinti z mRNA.

Sekundarni strukturou proteinil se rozumi lokalni prostorova geometrie pro-
teint. U vétsiny proteini sledujeme jistou pravidelnost v jejich usporadani. mezi
nejcastéji se vyskytujici struktury patii a-helix a g-list. Na vznik sekundéarnich
struktur maji hlavni vliv vodikové vazby mezi jednotlivymi atomy patete. U a-
helixu je atom vodiku kazdé zicastnéné aminokyseliny navazan vodikovou vaz-
bou na atom kysliku v aminokyseliné o 4 mista v fetézci predchazejici (obr. [[L4]),
¢imz je vytvofena charakteristicka sroubovice, zatimco u S-listu jsou vodikovymi
vazbami propojeny dvé ¢i vice riznych ¢asti proteinového vlakna.

Obrazek 1.4: Priklad proteinové struktury

Terciarni strukturou proteini rozumime vzajemnou polohu jednotlivych casti
proteinu. Na rozdil od primarni a sekundarni struktury zde hlavni tlohu maji
atomy postrannich fetézcii a jejich vzajemné nevazebné interakce.

1.3 Exprese genetické informace

Komplementarita bazi je dilezita také pro hlavni ikol DNA, kterym je uchovava-
ni, pfedavani a vyuzivani genetické informace. Jednim z hlavnich déji, pti kterém
je genetickd informace potieba, je syntéza proteint [2[3].

Prvnim krokem pri syntéze proteinu je rozpleteni DNA které probiha ptiso-
benim enzymu helikazy. P¥i tomto procesu se rozplete pouze ta ¢ast DNA, ktera
primo kéduje syntetizovany protein. Piislusnd ¢ast DNA je pak za pomoci en-
zymu polymerazy z jednoho vlakna DNA transkribovana do RNA na zakladé
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Obréazek 1.5: Lipidova dvouvrstva

komplementarity basi. Takto vznikla molekula RNA se na zdkladé své funkce -
prenosu genetické informace - oznacuje jako mRNA (messenger RNA). Tato mR-
NA néasledné opusti bunééné jadro a vstoupi do cytoplazmy, kde probihd samotna
syntéza proteint.

Translace genetické informace do proteinti probiha v ribosomech, které jsou
vytvoreny z vétsi ¢asti ze specifické RNA - rRNA a z mensi ¢asti z proteinti. Pro
usporu zdroji zpravidla probiha syntéza proteini z jednoho fetézce mRNA na
vice ribosomech soucasné.

Podstatnou roli pfi translaci hraje t¥eti druh RNA - tRNA (transferovda RNA).
Ta je pro kazdou aminokyselinu specifickd a obsahuje antikodon - trojici za sebou
jdoucich nukleovych basi, které jsou komplementarni s kodonem v mRNA. V
ribosomu prevezme tRNA peptidovy fetézec od predchazejici molekuly tRNA a
enzymaticky vytvori peptidovou vazbu mezi pravé prindsenou aminokyselinou a
zbytkem Tetézce.

1.4 Lipidy, fosfolipidické dvouvrstvy, bunééné mem-
brany

Na rozdil od proteinii a nukleovych kyselin lipidy nevytvareji makromolekularni
fetézce. Struktury z nich vzniklé, predevsim membrany, uchovavaji svou soudrz-
nost Cisté pomoci nevazebnych interakci. Nejobvyklejsim druhem membrany je
fosfolipidova dvouvrstva. Kazda molekula lipidu ma hydrofilni a hydrofobni ko-
nec, pri tvorbé membranové dvouvrstvy dojde k usporadani molekul lipidi tak,
ze jejich hydrofobni konce smétfuji dovniti membrany a navzajem se dotykaji,
zatimco hydrofilni konce molekul utvofi hranici membrany [IJ.

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

Jako GPC (G protein coupled) receptory se oznacuje jisté tiida transmembrano-
vych proteinti, které se vyskytuji v témér vSech eukaryotnich bunkach a umoznuji
burnce reagovat na podnéty z okoli. Ze strukturniho hlediska je spole¢nym znakem
vsech GPC receptorii pritomnost sedmi transmembranovych a-helixti. Z funkéni-
ho hlediska GPC receptor reaguje na podnéty z okoli bunky, zpravidla ve formé



ligandu, ktery se navaze na pfislusné misto v proteinu, zménou konformace z
pasivni na aktivni [4]. Diky tomu pak dojde k aktivaci piislusného G-proteinu,
ktery je navazan na receptor z vnitrobunécné strany a nasledné aktivuje prislusné
vnitrobunécné procesy. Kromé toho vsak vétsina GPC receptori plni i dalsi funk-
ce, vzhledem k tomu, Ze mezi aktivni a neaktivni konformaci mize byt mnoho
mezistavi.

GPC receptory se z hlediska struktury a funkce déli do Sesti trid, avSsak pod-
statnéji jsou prozkoumany jen proteiny nalezici do nejpocetnéjsi t¥idy rhodopsi-
novych receptort.

Vzhledem k jejich velkému vyznamu pro bunécné procesy jsou GPC receptory
velmi vyznamné ve farmakologii k navrhu 1éki, coz vyzaduje hlubsi porozumeéni
jejich funkci. Tento jejich vyznam spolu s faktem, ze jde o spise kratsi protei-
nové fetézce (fadové stovky aminokyselin), a s tim, Ze pro svoji funkci vyzaduji
prostiedi jen slozité realizovatelné v laboratornich podminkach, ¢ini z moleku-
larni dynamiky jeden z nejvhodnéjsich prostredki studia funkce GPC receptorii.
Hlavnim faktorem, hovoricim proti pouziti molekularni dynamiky, je obtiZnost
ziskdvani vychozich krystalovych struktur, které jsou u vétsiny GPC receptort
neznamé (napt. databdze PDB obsahuje jen 44 ruznych struktur pro rhodopsi-
nové GPC receptory z lidského téla, zatimco v lidském genomu byly rozpoznany
stovky oblasti kédujicich GPC receptory). Dalsi problematickou oblasti mtze byt
to, ze prostirednictvim obvyklych krystalografickych metod mtzeme ziskat infor-
mace jen o jistych konformacich, zatimco ostatni musime odhadovat ze znalosti
funkce GPC receptort.



2. Molekularné dynamickeé
simulace

2.1 Uvod

Ke zkoumani funkce proteinti i jinych molekul se daji pouzit metody molekularni
dynamiky. Ty umoznuji sledovat ¢asovy vyvoj systému, pokud zname jeho ato-
méarni strukturu urc¢enou prostiednictvim rentgenové krystalografie nebo NMR.

Pristup, kdy kazdy atom simulujeme explicitné (tzv. all-atom MD), klade
pomérné vysoké naroky na vypocetni cas. Proto se u vétsich systémiti obvykle
pristupuje k rtiznym hrubsim piiblizenim - v United-atom MD jsou vSechny ctyti
atomy jednotlivych metylovych skupin C'Hs; nahrazeny jednim virtualnim ato-
mem. Vcoarse-grained MD jsou jednim virtudlnim atomem nahrazeny veétsi sku-
piny atomt [5].

2.2 Silova pole

Dilezitym pojmem molekularni dnyamiky jsou silova pole. V ramci molekularni
dynamiky se za silové pole oznacuje soubor rovnic a parametri popisujicich po-
tencialni energii simulovaného systému. Striktné vzato jde tedy o pole potenciélni,
ale oznaceni "silové pole” je jiz vzité.

Mezi ¢asto pouzivand silova pole patii napiiklad CHARMM [§] (Chemistry
at Harvard Molecular Mechanics) nebo AMBER (Assisted Model Binding with
Energy Refinements). Silové pole mé zakladni tvar

U= Uvazebné + Unevazebne’ (21)

Pro chemické vazby miizeme vypoctem s vyuzitim kvantovéchemickyjch metod
zjistit optimélni délky vazeb a vazebné a torzni thly (obr. 21]). V molekularné-
dynamickych simulacich pak tyto vazby realizujeme harmonickymi oscilatory.

Uvazebné = Ustretch + Uangle + Udihed (22)
k
Ustretch - Z i(l - ZO)Q (23)
vazby
kq
Uangle - Z 5(@ - @0)2 (24)
uhly
Udinea = ka(1 + cos(ny — o)) (2.5)

zatimco Uyepazebne POPisuje ostatni druhy interakei:

Unevazebne = Uer + ULJ (26)
Ue = _4id; Coulombicky potencial (2.7)
— T‘Z‘j47T€0
J#i
AZ ] BZ ] o .z
Uy = %: . 11]32 — r%j Lennard-Jonesiv potencial (2.8)
YE=)



Obrazek 2.1: Parametry vazeb

kde sumy jsou pfes vSechny c¢astice v systému, pficemz indexem i oznacuji ¢astici,
jejiz potencial pravé pocitame. Parcidlni naboje ¢; a parametry A;; a B;; mizeme
zjistit empiricky nebo kvantové-chemickym vypoctem.

2.3 Algoritmy pro fixaci délky vazeb

Aproximace kovalentnich vazeb pomoci harmonickych oscilatort ve vétsiné pii-
padt dava dostatecné dobré vysledky. Avsak v nékterych ptipadech je tento pii-
stup nepouzitelny, obzvlasté tehdy, pokud z hlediska ¢asové narocnosti vypoctu
pozadujeme casové kroky radové srovnatelné s periodami nékterych molekular-
nich vibra¢nich méda (obzvlasté u molekul vody). V téchto ptipadech mize byt
vhodné vyuzit ne€ktery z vazebnich algoritmi zalozenych na Lagrangeovych mul-
tiplikatorech, které umoznuji zajistit konstantni délku vazby.

Necht se v systému vyskytuje celkem n vazeb, jejichz délku chceme udrzet
konstantni. Kazdou z téchto vazeb popiseme funkei gy (t):

k(1) = |[rka(t) = rro(D)]| — di (2.9)

kde rj, a ry, jsou polohové vektory cCastic, tcastnicich se k-té vazby, a d; je
pozadovana délka této vazby. Splnéni vazebnich podminek potom znamena, ze
vSechny funkce g (t) jsou rovny nule.

7Z teorie Lagrangeovych multiplikatort vime, ze splnéni vazebnich podminek
muzeme zajistit tak, ze do pohybové rovnice Z.11] doplnime nésledujici ¢len:



Potom mizeme nalézt takové A, Ze g (t + dt) = 0 pro kazdé k. Pro fesni této
soustavy rovnic existuje mnoho algoritmu (napi. SHAKE, SETTLE, RATTLE

apod.) [15] [14].

2.4 Modely vody

o >

O
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Obréazek 2.2: Parametry vodnich modelt - vazebni vzdalenost a thel, ndboje na
vsech atomech a L.J parametry na kysliku

Vzhledem k vysoké dtilezitosti vody bylo vytvoreno mnoho modeli, které -
s vétsi ¢i mensi presnosti - popisuji chovani jejich molekul. Nejjednodussi mo-
dely obsahuji tii interakéni mista, odpovidajici atomim obsazenym v molekule
vody. Pokrocilejsi modely pak zahrnuji dalsi interakéni mista, ¢imz 1épe vyjadiuji
skutecné rozlozeni elektronové hustoty v molekulovych orbitalech.

Vsechny pouzivané jednoduché modely vody (obr.[22]) v sobé zahrnuji van der
Waalsovské interakce mezi atomy kysliku, reprezentované Lennard-Jonesovym
potencialem, a elektrostatické interakce mezi parcialnimi naboji na vodicich a
kysliku (pro tficasticové modely) ¢i vlozeném fiktivnim atomu (pro ¢tyféasticové
modely). Parametry t¥i¢asticovych modeli jsou shrnuty v nésledujici tabulce [10]:

2.5 Periodické okrajové podminky

Kvili omezenim, danym pozadavkem na rozumné kratkou dobu béhu programu
na pocitacich, mizeme obvykle simulovat jen malé oblasti. na jejich hranicich
miize dochéazet k nezddoucim okrajovym jeviim, které vsak mtizeme potlacit tim,

10



SPC TIPS TIP3P
Al 6294 580.0 582.0
B | 625.5 525.0 595.0
go | -0.82  -0.80 -0.834

qg | +0.41 +0.40 +0.417
rom, A 1.0 09572 0.9572
¢ | 109.47 104.52 104.52

ze uvazujeme periodické okrajové podminky. Simulovany systém je ze vsech stran
obklopen svymi obrazy. Proto, pokud jedna ze simulovanych molekul opusti de-
finovanou oblast, z druhé strany vzdy opét do systému prijde stejna molekula se
stejnou rychlosti.

Kromé toho musime zapocitat interakce castic v zakladni bunice s ¢asticemi v
okolnich buiikich, jak je ilustrovano v obrazku 23 Cervené je vyznacena jedna
realnd Castice, jeji fiktivni periodické obrazy jsou vyznaceny svétlejsi barvou a
cerny kruh vyznacuje rozsah, ve kterém uvazujeme interakci mezi ¢asticemi.

VAR

Obrazek 2.3: Tlustrace periodickych okrajovych podminek

2.6 Numericky algoritmus pro reseni pohybo-
vych rovnic

Silové pole zavisi na polohéach vsech atomu v systému. Proto mtizeme pohyb kaz-
dého jednotlivého atomu popsat Newtonovou pohybovou rovnici v nasledujicim
tvaru:

- VZ'U(I'l, couy I'n) = mlrl (211)

kde symbolem V; myslime gradient ve sméru souradnic ¢-tého atomu. Pro ziskani
informaci o vyvoji systému je nutno tuto rovnici numericky vyftesit. Mezi nejob-
libenéjsi algoritmy patii Verlettiv, ktery se vyznacuje vysokou mirou stability pti
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zachovani dostatecné jednoduchého vyjadreni:

1 -V, U(xy, ..., Xy, t

—inU(Xl, ...,XN,t) - VX.U(Xl, ey XN, A At)
2

7

Vit + At) = vi(t) + At (2.13)

2.7 Termodynamické soubory

P1i simulacich miizeme nezavisle na sobé kontrolovat tfi rtizné termodynamic-
ké veliciny. Nejcastéji pouzivané soubory jsou NVT, kdy kontrolujeme latkové
mnozstvi, objem a teplotu, a NPT, kde misto objemu kontrolujeme tlak. Zatimco
objem a pocet c¢astic se zachovava pri vyuziti periodickych okrajovych podminek
s konstantni velikosti bunky automaticky, pro kontrolu tlaku a teploty musime
explicitné zahrnou barostat, respektive termostat.

Termostat

Okamzitou teplotu systému je mozno spocitat z ekviparticniho teorému sta-
tistické fyziky, plati totiz:

(K) = kab% (2.14)
kde (K) je primérna kineticka energie systému, N; pocet stupnt volnosti a k;
Boltzmannova konstanta. Pokud do této rovnice dosadime misto primérné kine-
tické energie Castic v systému okamzitou, miizeme spocitat okamzitou kinetickou
teplotu. termodynamické teplota potom vznikne vystfedovanim kinetické teploty
pres mnoho casovych kroki.

Pro dosazeni konstantni teploty je mozno pouzit vice riznych nastroji. Nej-
jednodussi je skalovani rychlosti v kazdém casovém kroku faktorem (%)2,
¢imz sice striktné vzato nedosdhneme termodynamického NVT souboru, avsak
presto je tento postup dobry napiikal pii Gvodni ekvilibraci pfed dosazenim ter-
modynamické rovnovahy
NVT souboru. Ty vétsinou spocivaji v zahrnuti ¢lenu, odpovidajicimu tepelnému
rezervoaru, do rovnice [Z17] [9)].

Barostat
Pokud chceme pracovat v termodynamickém NPT souboru, musime ovladat
tlak tak, ze ménime objem bunky. Vypocet tlaku systému vychazi z viridlové

rovnice:
N

2(T) == (Fy-bry) (2.15)

k=1

kde (T') je prumérnd kineticka energie, F}, celkova sila ptsobici na r-tou ¢astici a
r; je polohovy vektor r-té c¢astice. Celkovou silu plisobici na c¢astici pak mtizeme
rozdélit na vnitini silu od ostatnich ¢astic systému a na vnéjsi silu od okoli:

F =F,, + Fey (2.16)
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Zde F;, mizeme spocitat z piisobicich silovych poli, zatimco F.,; souvisi s
tlakem nasledujicim zptisobem:

(weet) = <Z r; - F> = —DPV (2.17)

i=n

kde D je dimenzionalita systému (2 nebo 3). Pro kontrolu tlaku se pak pouziva
zména velikosti periodické bunky, k ¢emuz program NAMD vyuziva langevinov-
skou dynamiku simulujici pist.
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3. MDD simulace molekul vody v
periodickém boxu

Jako soucast této prace vzniknul program jednoduchym zpiisobem implementujici
zékladni tricasticové modely vody. Tento program jsem napsal ve tfech verzich,
ligicich se pouze parametry implementovanych vodnich modela (TIPS, TIP3P a
SPC). Vsechny tii verze jsem nésledné spustil pro stejnd vstupni data a tak tyto
tfi modely vzajemné porovnal.

Pro numerickou integraci pohybovych rovnic jsem pouzil Verlettiv algoritmus,
kontrolu teploty jsem zajistil jednoduchym skalovanim po kazdém probéhnuvsim
simula¢nim kroku. Vnitromolekulové vazby jsem aproximoval harmonickymi osci-
latory. VSechny implementované modely vody sice predpokladaji aplnou rigiditu
molekul, ale odchylky vazebnych parametri byly v pribéhu béhu programu u
vSech modelti velmi malé, ve srovnani s chybami metody zanedbatelné.

Pro dalsi zjednoduseni, které pti dostatecné mire rigidity molekul nemé dalsi
vliv na pfesnost, jsem pro zachovani vazebniho tithlu misto tthlového ¢lenu har-
monického oscilatoru, jak by odpovidalo rovnici 2.4] uvazoval tfeti vazbu o kon-
stantni délce mezi obéma vodiky. Néasleduje vypis tohoto programu (ve verzi pro
TIPS), napsaného v jazyce c++ s vyuzitim nadstavby OpenMP pro paralelizaci
béhu:

#include <stdio .h>
#include "math.h"
#include <stdlib.h>
#include <time.h>
#include <math.h>
#define Pl 3.14159265
struct point{

H

double x:
double vy;
double z;

const double dt=0.1; //femtosekundy
const double size[3]={24,24,27}; //Velikost periodickych bunék

const unitconv = 4.18e—4

/ *

Modely vody jsou definovany s vyuzitim jedotek energie
kcal /mol, ale ja ve svém programu poc¢itam v jednotkéch
Angstrom, dalton a femtosekunda. Tato konstanta pievadi

kcal/mol na d A"2/fs " 2.

*/

/*nasleduji konstanty definované v modelu vody,
zde jsou uvedeny hodnoty pro TIP3Px/

const double ohdist =0.9572;
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//Vzdalenost mezi vodikem a kyslikem

const double HOH=104.52/180xP]I;
//Vazebni thel ; pfevod ze stupni na radiany

const double hhdist=ohdistxsin(HOH/2)%2.0;
// Vzdalenost mezi vodiky, vypocétend z pifedchozich konstant

const double A = unitconvx580000;
const double B = unitconv*525;
//Konstanty A a B v LJ ¢lenu silového pole

const double qo= —0.8;
//parcidlni nadboj na kysliku v ndsobcich elementdrniho naboje

const double gh= 0.4;

// dtto pro vodik

const double kc= unitconvx332.1;

const double mass[]={15.994,1.008,1.008};
//hmotnost kysliku a vodika v daltonech

/ *

Pro urychleni vypoc¢tu jsou c¢asti silovych poli,
které jsou vzdy konstantni, spoc¢itany predem

a ulozeny do matic, ze kterych se nasledné

pri vypoc¢tu prectou

*/

const double elkonst[3][3]={{0,kcxqoxgh, kcxqoxqgh},
{kc*gh*qo,0, kcxghxqgh},
{kcxghxqo, kcxghxqh,0}};

//matice konstant pro elektrostaticky ¢len

const double constraintdist[3][3]={{0,ohdist,ohdist},
{ohdist ,0, hhdist},
{ohdist , hhdist ,0}};

//Matice meziatomarnich vzdalenost i

const double kappa = 60;
/*tuhost oscildtoru ; hodnota vyladénd tak, aby se
molekuly chovaly co nejvice jako rigidnix/

const double c[]={2xsqrt(mass[0]x*kappa),
2xsqrt(mass|[1]xkappa),
2xsqrt(mass[2]* kappa)};
//konstanty pro oscildtory

const int N=432; //pocet molekul
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/ *

okamzité polohy, rychlosti a zrychleni jednotlivych
casti se ukladaji do matic Nx3, kde prvni index
oznacuje molekulu a druhy atom v rédmci molekuly;
index 0 je kyslik, indexy 1 a 2 jsou vodiky

*

/

point pos[N][3]; //pole poloh

point vel[N][3]; //pole rychlosti

point acc[N][3]; //pole zrychleni

double K;

const double TargetT=273; //cilova teplota

const double Boltzmann=8.31e-7;

//Boltzmannova konstanta v molekuldrnich jednotkéach

double TargetK=Nx«6xBoltzmannxTargetT /2;

/*Cilova celkova kinetickd energie

Je N molekul , kazdda md 6 stupnid volnosti

*/

point accnext[3]; //Zrychleni v dal§im ¢asovém kroku
point velnext[3];

point posnext[3];

double vml;

void calculateforces(int j)

/*vypocet sil pusobicich na j—tou molekulu;
vysledek se ukldadd do proménné accnext

*/

for (int i=0;i <3;i++){ //nejprve vynulujeme zrychleni
accnext|[i].x=0;
accnext[i].y=0
accnext[i].z=0

}

#pragma omp parallel for
//Néasledujici FOR cyklus probéhne paralelné

//LJ a elektrostatické ptisobeni od ostatnich molekul

for (int k=0;k<N; k++){
if (j=k)continue;
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double r[3][3];
for (int m=0;m<3;m++){
for (int 1=0;1 <3;1++){

r{m][I]=sqrt (pow(fmin(size[0] —(pos[j][m].x—pos[k][I].x),
pos[j][m].x—pos[k][I].x),2)+

pow(fmin(size[l]—(pos[j][m].y—pos[k][I].y),
pos[j][m].y—pos[k][I].y).2)+

pow(fmin(size[2] —(pos[j][m].z+pos[k][I].z)
,pos[j][m].z—pos[k][I].z),2));

double fel=elkonst[m][|]*xpow(1/r[m][I],2)/ mass[m];
#pragma omp atomic

/* Atomicita je dilezita proto, aby
pfifazeni pracovalo se stejnou hodnotou accnext jako séitani x/
accnext [m].x+=(fel«fmin(size[0] —(pos[k][I].x—pos[]j][m].x),
pos[k][I].x=pos[j][m].
)/r[m][1];

#pragma omp atomic
accnext [m].y+=(fel«fmin(size[0] —(pos[k][!I].y+pos[]j][m].
pos[k][I].y—pos[j][m].
)/r[m]ll1];

#pragma omp atomic
accnext [m].z+=(fel«fmin(size[0] —(pos[k][I].z—pos[]j][m].

X
N—r

< <
~— —

N
~—

pos[k][I].z—pos[j][m].z)
)/ rIm][ 1]
i’
double flj=—12%(Axpow(1/r[0][0],13) —2%Bxpow(1l/r[0][0], 7)
)/ mass [0];

//Vypocéet sily z LJ interakci

#pragma omp atomic

accnext [0].x+=(fmin(size[0] —(pos[k][0].x—pos[j][0].x),
pos[k][0].x—pos[j][0].x)
)/ [O][0]* f1j;
#pragma omp atomic
accnext [0].y+=(fmin(size[0] —(pos[k][O].y—pos[j][0].y)
pos[k][0].y—pos[j][0].y)
)/ v 101 (0] F1j ;
#pragma omp atomic
accnext [0].z+=(fmin(size[0] —(pos[k][0].z—pos[j][0].2),
pos[k][0].z—pos[j][0].z)

)/ r[0][0]* flj;
H

for (int m=0;m<3;m++){
//vazby mezi atomy v ramci jedné molekuly

for (int 1=0;1 <3;1++){
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if (m=I)continue;
double displacement=sqrt (pow((pos[j][m].x—pos[j][!].x).,2)+
pow((pos[j][m].y—pos[i][I].y).2)+
pow((pos[j][m].z—pos[j][1].2).2))
—constraintdist [m][];
double fvazba=kappa/mass[m]x(displacement);
#pragma omp atomic
accnext [m].x+=fvazbax(pos[j]|[|].x—pos[j][m].x)/
(sqrt(pow((pos[j][m].x=pos[j][I].x)
pow((pos[j][m].y—pos[j][I].y)
pow((pos[j][m].z—pos[j][1].2).2))):
#pragma omp atomic
accnext [m].y+=fvazbax(pos[j][|].y—pos[j][m].y)/
(sqrt(pow((pos[j][m].x=pos[j][1].x),2)+
pow((pos[j][m].y—pos[j][I].y).,2)+
pow((pos[j][m].z—pos[j][1].2).2))):

2
2
2)+
2)+

#pragma omp atomic
accnext [m].z+=fvazbax(pos[j][|].z—pos[j][m].z)/
(sqrt(pow((pos[j][m]. x—pos[j][1].x),2)+
pow((pos[j][m].y—pos[j][I].y).2)+
\ pow((pos[j][m].z—pos[j][I].2).2)));
}
s

int main(){
//inicializace

FILE xfp;
char xelname;
fp = fopen ("ice2.in","r");
for (j=0;j<N; j++){
float x;
float vy;
float z;

//nacéteni ze souboru

elname—mew char;

fscanf(fp, "%s %f _%f %f", elname, &x,&y,&z);
pos[j][0].x=x; pos[j][0].y=y; pos[j][0].z=z;
fscanf(fp, "%s %f . _%f %f", elname, &x,&y,&z);
pos[j][1].x=x; pos[j][Ll].y=y; pos[j][1].z=z;
fscanf(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++){

//inicializace rychlosti na nulu
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H
for (j=0;j<N;j++){
//Inicializace zrychleni
calculateforces (j);
for (int 1=0;1<3;1++){acc[j][!]=accnext[I];};
H
for(int i=0;true;i++){ //Hlavni vypocetni smycka
K=0; //Nejprve vynulujeme okamzitou kinetickou energii
for (j=0;j<N; j++){

/*okrajové podminky
Pokud kyslik v néjaké molekule piesahuje definované
hranice , bude presunut tak, aby jiz lezel uvnitft
oblasti

*/

if (pos[j][0].x>size[0]){
for (int k=2;k>=0;k——){
} pos[j][k].x—=size[0]« floor(pos[j][0].x/size[0]);

}
if(pos[j][0].x<0){

for (int k=2;k>=0;k——){

} pos[j][k].x—=size[0]x floor(pos[j][0].x/size[0]);
}

if(pos[j][0].y>size[1]){
for (int k=2;k>=0;k——){

pos[j][k].y—=size[1l]« floor(pos[j][0].y/size[1]);

if (pos[j][0].y<0){

for (int k=2;k>=0;k——){

} pos[j][k].y—=size[1l]«floor(pos[j][0].y/size[1]);
}

if(pos[j][0].z>size[2]){
for (int k=2;k>=0;k——){
pos[j][k].z—=size[2]«floor(pos[]j][0].z/size[2]);
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}

if(pos[j][0].z<0){
for (int k=2;k>=0;k——){
pos[j][k].z—=size[2]« floor(pos[j][0].z/size[2]);

}
if (i1%100==0){ //Vystup soufadnic kazdych 100 kroku
printf(

"ATOM. o %40 o nO0 0 Wo e %20 Ceno o %8.31%8.3f%8.3f..1.00..0.00\n",
3%j, ., pos[j][0].x,pos[j][0].y,pos[j][0].z, "O");
printf(

"ATOMo . %40 o cHo o WL L %20 cnee e %8.31%8.3f%8.3f..1.00..0.00\n",
3xj+1.j, pos[j][1].x,pos[j][1].y,pos[j][1].2z, 'H');
printf(

"ATOM_ . %40 o Ho L We L %20 e %8.31%8.3f%8.3f..1.00..0.00\n",

3#j+2,j, pos[j][2].x,pos[j][2].y pos[j][2].z, 'H");
fflush (stdout );

¥

for (int 1=0;1<3;1++){
//krok simulace — poloha
pos[j][I].xt=dtxvel [j][I].x+dtxdtxacc[j][I].x;
pos[j][!].yt=dtxvel [j][I|].y+dtxdtxacc[j][I].y;
} pos[j][!].zt=dtxvel [j][!].z+dtxdtxacc[j][]].z;
I
for (j=0;j<N;j++){
calculateforces(j);
for (int 1=0;1<3;1++){
//krok simulace — rychlost
vel [j][1].x+=dtx(acc[j][!].x+accnext[I].x)/2;
vel [j][1].y+=dtx(acc[j][!].y+accnext[I].y)/2;
vel[j][!].zt=dt«(acc[j][!].z+accnext[Il].z)/2;
acc[j][!].x=accnext[I|].x;
acc[j][!].y=accnext[I|].y;
} acc[j][!].z=accnext[I].z;

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

//Spoc¢itame prispévek j—té molekuly k
//celkové kinetické energii

Kt=mass [m]=*(vel [j][m].xxvel[j][m].x+

vel [j][m].y*vel[j][m].y+
vel[j][m].zxvel [j][m].z)/2;
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}i
for (j=0;j<N; j++){

//Skalovani rychlost i

for (int m=0;m<3;m++){
vel[j][m].xx=sqrt(TargetK/K);
vel[j][m].yx=sqrt(TargetK/K);
vel[j][m].zx=sqrt(TargetK/K);

¥
}i
printf("%f.ocfooo\n" , TargetK K);
if (1%100==0){printf("END...... %i\n" ,i); fflush (stdout);};

//Ukonceni vypisu
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Nésledné jsem kazdou verzi nechal bézet po dobu 24 hodin na pocitacich
MetaCentra, s ¢asovym krokem 0.1fs. Za dobu béhu program provedl ptiblizné
240000 iteracnich krokt, coz odpovida casu 24ps.

Po uplynuti urc¢itého poctu kroki dospél systém do stavu, ze molekuly vy-
tvorily shluk, ktery se posléze pohyboval v ramci periodické bunky jako celek.
To je nezadouci jev, kterému by se dalo predejit kontrolou tlaku a s ni souvi-
sejici dynamickou zménou objemu periodické bunky. Jako pocatecni stav jsem

Obrazek 3.1: Stav systému na zacatku simulaci

pouzil systém, ktery v sobé obsahuje molekuly kapalné vody uzaviené mezi dvé
tenké vrstvy ledu -viz obrazek Bl K vizualizaci molekul jsem pouzil program
VMD. Stav systému, naziraného ze stejného pohledu jako na pocatku, je uveden
v obrazku 3.2

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

Obrazek 3.2: Stav systému po 24 ps
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4. MD simulace Ay, 4 GPCR v
komplexu s adenosinem a jeho
analogem NECA

Adenosinovy Ay receptor patii mezi tzv. receptory spirazené s G-proteiny (GP-
CR), které po navazani agonisty (v tomto konkrétnim piipadé to jsou napt. ade-
nosin nebo noradrenalin) do vazebného mista na intracelularni strané prodélaji
konformacni zménu, ktera aktivuje intracelularni G-proteiny [17]. Medicinsky je
rodina cca. 800 GPCR receptorti nesmirné dulezita, nebot na ni cili cca. 1/3 vSech
soucasnych lékt. Vsechny GPCR maji podobnou strukturu sestavajici ze sedmi
transmembranovych helixi, které obsahuji konzervované sekvencéni motivy, coz
svedci o tom, ze jsou aktivovany stejnym zptisobem. Kontrakce kapsy pro vazbu
ligand@i zptusobend pohybem helixl 3, 5 a 7 je pfitom spoleénym rysem akti-
vovanych GPCR [I7H22]. A;sGPCR M4 nékolik dilezitych biologickych funkei.
Kontroluje tok krve v koronarnich tepnach, v mozku kontroluje uvoliiovani dopa-
minu (souvisi tedy s vnimanim bolesti, zménami nalad, depresi, Parkinsonovou
chorobou) a reguluje téz prili§ aktivni buriky imunitniho systému (tj. chrani tkané
pred poskozenim zanétem).

V soucasné dobé je zndmo nékolik desitek krystalovych struktur GPCR. V
¢lanku [I7] byly prezentované dvé krystalové struktury (v proteinové databance
www.pdb.org jsou dostupné pod kédovym ozna¢nim 2YDO a 2YDV) lidské va-
ritany A;4GPCR s navazanym prirozenym agonistou adenosinem a syntetickym
analogem adenosinu NECA. Obé struktury reprezentuji prechodovou konformaci
mezi neaktivnim a aktivnim stavem A, 4 GPCR, protoze maji vSechny znaky plné
aktivovaného GPCR s vyjimkou konformace cytoplasmického konce transmem-
branového helixu 6. Ribdza obou ligandti zasahuje hluboko do kavity pro vazbu
ligandti, kde dochézi k polarnim interakcim s konzervovanymi residui v helixu 7
(Ser277 a His278) a k nepolarnim interakcim s fadou residui v helixu 3.

Krystalové struktury zachycuji GPCR pouze v jedné z mnoha moznych kon-
formaci. Molekularné-dynamické simulace proto mohou podstatné rozsitit mnoz-
stvi informaci o struktufe a dynamice GPCR [20-H22]. V ramci této prace byly
provedeny celkem tii MD simulace A;4GPCR. Ve dvou simulacich byl ligandem
As4GPCR adenosin a v jedné MD simulaci synteticky analog adenosinu NECA.
Simulované systémy A, 4 GPCR v komplexu s ligandem vetknuté do fosfolipidické
dvojvrstvy a obklopené vodni obalkou sestavaly z cca. 120.000 atomi (obrazek
ET)

Vsechny MD simulace byly realizovany v superpocitacovém MetaCentru (me-
tavo.metacentum.cz) prostfednictvim vypocetniho klastru Gram. Kazdy uzel to-
hoto vypocetniho klastru je osazen dvéma osmijadrovymi procesory Intel Xeon
E5-2670 pracujicimi na frekvenci 2,6 GHz. Kromé toho je kazdy uzel klastru
Gram osazen ¢tyimi grafickymi kartami (GPU) typu nVidia Tesla M2090 s 512
vypocetnimi jadry. Jedna MD simulace pritom vzdy plné vyuzivala vypocetni
kapacitu celého uzlu. To znamend, Zze bézela paralelné na 16 klasickych pocitaco-
vych jadrech a 2048 jadrech GPU. To umoznilo ziskat trajektorie o délce 100-125
ns.
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Obrazek 4.1: Simulovany systém - A; s GPCR v komplexu s adenosinem obklopen
fosfolipidickou dvojvrstvou a vodni obalkou.

Prvnim cilem provedenych MD simulaci bylo postihnout, zda simulovany sys-
tém zlstane na casové Skale desitek nanosekund stabilni a zejména zda zlstane
stabilni sif interakci poutajici ligand v jeho vazebné kavité. Stabilita simulova-
ného systému vygenerovaného na zakladé krystalové struktury totiz v zadném
pripadé neni samoziejmosti. V krystalech biomolekuly interaguji se svymi iden-
tickymi kopiemi a neni tak jisté, ze konformace z krystalu bude zachovana i
v roztoku popf. ve specifickém prostiedi bunéénych membran — fosfolipidickych
dvojvrstev. Krystalové struktury membranovych proteinti véetné GPCR je pfitom
principialné obtizné ziskat, nebot jejich usporadani se po odstranéni membrany
(nezbytném pro krystalizaci) mize zménit. Vétsinou je proto struktura GPCR pro
potieby krystalizace néjakym zptisobem uméle termostabilizovana. Nejcastéji se
tfeti intracelularni smycka GPCR (tzv. ICL3 nebo-li residua 214-223 poutajici
helixy 5 a 6) nahrazuje lysozymem. V piipadé A, 4GPCR byly namisto toho pro-
vedeny bodové mutace Ctyt residui Leud8Ala, Alab54Leu, Thr65Ala, GIln89Ala,
Asnl154Ala [I7]. V krystalové struktuie A, 4GPCR oblast ICL3 Ay sGPCR chybi
(byla prilis flexibilni a pomoci rentgenové krystalografie tak nebylo mozné jeji
prostorové usporadani uréit) a nemohla byt tudiz do simulovaného systému za-
hrnuta. Proteinové vlakno A, GPCR bylo tedy v daném misté preruseno a celd
struktura tak byla v MD simulacich uméle destabilizovana. To byl dalsi divod
pro to, zabyvat se stabilitou simulovaného systému ve velmi dlouhych MD simu-
lacich. Nicméné konecnym cilem téchto MD simulaci je jejich vyuziti pro in sili-
co racionalni navrh a optimalizaci struktury agonisti a antagonistit A2AGPCR.
Umeéla destabilizace A2AGPCR, muze zvyraznit rozdily mezi rtuznymi ligandy.
Tj. pripadné rozdily v jejich vazebnych schopnostech se mohou projevit na c¢aso-
vé skale kratsi, nez by se projevily v analogickych MD simulacich s kompletnim
A2AGPCR. To je v ptfipadé vypoctu, které kontinualné bézi dny ¢i spise tydny
pochopitelné atraktivni.

Dalsim cilem zde prezentovanych MD simulaci bylo prozkoumat, jak pfesné se
ligandy do vazebného mista Ay 4GPCR vazi. Pomoci rentgenové krystalografie je
totiz mozné urcit polohu tézkych atomt — ne vSak vodikovych atomt. Postranni
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fetézce aminokyselin se pritom mohou nachézet v riiznych protonacnich stavech.
Takze napiiklad Asp ¢i Glu residua mohou byt bud neprotonovana a v disledku
toho zaporné nabité, nebo protonovana a tudiz neutralni. To, v jakém stavu se
konkrétni postranni fetézec nachazi, zalezi na kontextu, v jakém se nachazi — tj.
zda je situovan uvnitt proteinové struktury nebo na jejim povrchu a zda je v v
kontaktu s molekulami vody popf. s kladné ¢i zaporné nabitymi ionty. Jesté vice
moznych stavii nachédzime u postrannich fetézcti histidinu (His). V prstenci jejich
postranniho fetézce se nachazi dva dusikové atomy a vodikovy atom se pfitom
muze vazat bud k jednomu z nich nebo se dva vodikové atomy mohou véazat k
obéma dusikovym atomum (v takovém pfipadé je postranni fetézec His kladné
nabity).

V aktivnim misté A;4GPCR pfitom jak adenosin tak NECA interaguji s
postrannimi fetézci His250 a His278. Zpusob vazby k ligandiim je diskutabilni
zejména u His250. Proto byly ve zde prezentovanych MD simulacich testovany
dvé mozné varianty His250 - s protonovanym ND ¢ NE atomem (viz. Obrazek
vs. [4.5).

Podrobné monitorovana byla sif interakci adenosinu/NECA s aminokyselina-
mi, které oba ligandy obklopuji (Obrazek [1.2). Konkrétné se jednalo o postranni
fetézce Thr88, Trp246, His250, Asn253, Ser277, His278. Kromé toho byly analy-
zovany konformacni preference residui Trp246, [1e92, Phe242 a Tyr197, o kterych
je znamo, ze funguji jako jakési pfepinace mezi aktivnim a neaktivnim stavem
A5 GPCR. Dale byl monitorovan casovy vyvoj konformacnich preferenci tzv.
N-glykosidického torzniho ihlu adenosinu/NECA indikujici vzajemnou orientaci
baze a ribosy ligandu.

V krystalovych strukturach (Obrazek 2):

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

2. Trp246 z Helixu 6 interaguje nepolarné s rib6zou obou ligandi.
3. His250 z Helixu 6 interaguje s 5’0OH skupinou obou ligand.
4. Asn253 z Helixu 6 interaguje s bazemi obou ligand.

5. Ser277 z Helixu 7 interaguje s 3’OH hydroxylovou skupinou na ribéze obou
ligand.

6. His278 z Helixu 7 interaguje s 2’0OH hydroxylovou skupinou na ribéze obou
ligand.
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Obréazek 4.2: Vlevo: Adenosin ve vazebném misté Ay 4 GPCR tvofeném modrymi
residui Thr88, Trp246, His250, Asn253, Ser277, His278. Zelené jsou znazorneé-
na residua, ktera méni konformaci pfi pfechodu mezi aktivni a neaktivni for-
mou A, ,GPCR. Zluté jsou znizornéna residua, ktera byla mutovana, aby byl
A, GPCR termostabilni. Vpravo: Pater A;4GPCR — Sedé jsou obarveny Heli-
xy 1-5, fialové Helixy 6-8. Céara dole tvofena kulickami vyznacuje misto, kde v
krystalové struktuie chybi ICL3.
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V prvni MD1 simulaci s adenosinem a Ay GPCR_His250_D (Obrézek [4.3], [4.4])

1.

10.
11.

12.

Thr88 interagovalo s 5’OH skupinou adenosinu v prvni ¢tvrtiné MD simu-
lace.

. Trp246 bylo setrvale v kontaktu s ribosou adenosinu.
. His250_D s adenosinem kontakt nenavazalo.

. Asn253 se vazalo k bazi adenosinu béhem prvnich 25 ns MD simulace.

Ser277 bylo s nékolika vyjimkami setrvale v kontaktu s 3’OH skupinou
adenosinu.

. His278 interagovalo s 2’0OH skupinou adenosinu zejména na pocatku a na

konci MD simulace.

Adenosin (¢ervena) baze a ribosa byly vii¢i sobé v poloze anti.

. Trp246 (zelend) byl v konformaci -gauche.

. 11e92 (modrd) preferoval konformaci trans s nékolika preskoky do konfor-

mace —gauche.
Phe242 (bledémodra) byl v konformaci -gauche.
Tyr197 (razova) preferoval dlouho konformaci -gauche a poté gauche.

Vzdalenost mezi volnymi konci Helixu 5 a 6, kde chybi ICL3, oscilovala

kolem 15 A.

\

CH,

Asn253 (H6) c/ /N>

His250 (H6)

N \C'
/—22’</\ o AN /
= Cz, HC
” /CS' A / o N
. HO N a
Gy N His278 (H7)
L s on L/g
\ A §

NH HO H
Thr88 (H3)

/ CH,

Tip246 (H6) Ser277 (H7)

H,C

Obrazek 4.3: Adenosin ve vazebném misté A, sGPCR tvoreném residui Thr88,
Trp246, His250_D, Asn253, Ser277, His278
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Obrazek 4.4: Casovy vyvoj interakci adenosinu ve vazebném misté A, GPCR
tvoreném residui Thr88, Trp246, His250_D, Asn253, Ser277, His278. Konformacni
preference Adenosinu, Trp246, 1192, Phe242 a Tyr197. Vzdalenost mezi volnymi
konci Helixu 5 a 6, kde chybi ICL3.
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Ve druhé MD2 simulaci s adenosinem a Ay AGPCR_His250_E (Obrézek [4.5]
H.8)

1. Thr88 se dostalo do letmého kontaktu s 5’0OH skupinou adenosinu az v
aplném zavéru.

2. Trx p246 byl v proménlivé intenzivnim kontaktu s Trp246.

3. His250_E byl az témér do konce v kontaktu s 5’0OH skupinou adenosinu.
4. Asn253 ztratilo kontakt s bazi adenosinu v poslednich dvaceti ns.

5. Ser277 byl az témér do konce v kontaktu s 3’OH skupinou adenosinu.
6. His278 byl az témétr do konce v kontaktu s 2’OH skupinou adenosinu.
7. Adenosin (Cervend) béaze a ribosa byly vici sobé v poloze anti.

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

9. [1e92 (modra) byl v prvni ¢asti simulace konformac¢né promiskuitni, pak
preferoval konformaci trans.

10. Phe242 (bledémodra) osciloval mezi konformery gauche, -gauche, trans.
11. Tyr197 (rtzova) byl v konformaci -gauche.

12. Vzdalenost mezi volnymi konci Helixu 5 a 6, kde chybi ICL3, oscilovala
kolem 15 A.

Asn253 (H6) C =
| )
NHp /

His250 (H6)

NH \C '
/22/</\ A /
= Cz, HC
N N e A / OH _
. HO N a
CyxCy N His278 (H7)
L s on L/g
\ 7 N

e HO H
CH, NH
Thr88 (H3)
/ CH,
Tip246 (H6) Ser277 (H7)

H,C

Obrazek 4.5: Adenosin ve vazebném misté A, sGPCR tvoreném residui Thr88,
Trp246, His250_E, Asn253, Ser277, His278
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Obrazek 4.6: Casovy vyvoj interakci adenosinu ve vazebném misté A, GPCR
tvoreném residui Thr88, Trp246, His250_E, Asn253, Ser277, His278. Konformacni
preference Adenosinu, Trp246, 1192, Phe242 a Tyr197. Vzdalenost mezi volnymi

konci Helixu 5 a 6, kde chybi ICL3.
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Ve tieti MD3 simulaci s NECA a A2AGPCR_His250_D (Obrazek 4.1, 77)

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 bazi NECA.

5. Ser277 bylo v kontaktu s 3’OH skupinou NECA s vyjimkou kratkych rever-
zibilnich rozpadi.

6. His27 8 bylo v kontaktu s 2’0OH skupinou NECA s vyjimkou kratkyjch re-
verzibilnich rozpadi.

7. NECA (Cervend) baze a ribosa byly vuéi sobé v poloze anti, nékolik oscilaci
do polohy high anti doprovazelo vyse zminéné reverzibilni rozpady.

8. Trp24 6 (zelena) bylo konformacné stabilni. Preferovalo konformer —gauche.
9. Ile92 (modré) bylo konformac¢né stabilni. Preferovalo konformer trans.

10. Phe242 (bledémodra) bylo v prvni poloviné simulace konformacéné stabilni,
ve druhé poloviné oscilovalo mezi polohami gauche a —gauche.

11. Tyr197 (rtzova) bylo konformacné stabilni.

12. Vzdalenost mezi volnymi konci Helixu 5 a 6, kde chybi ICL3, oscilovala
oproti predchozim MD simulacim v daleko vétsim rozpéti 5-25 A.

&7
N\/ o} A\L\H
\ [y i
\ D o
\ G / OH _
CH—OH ====---~ HN \CA'J_(': ) -~ .
4 3 iQ
Thr88 (H3) ‘ J \H \OH‘ / \ His278 (H7)
CHj, HiC g
N N
NH HO H
%
/ CH,
Trp246 (H6) Ser277 (H7)

H,C

Obrazek 4.7: NECA ve vazebném misté A,yGPCR tvofeném residui Thr88,
Trp246, His250_E, Asn253, Ser277, His278
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Obréazek 4.8: Casovy vyvoj interakci NECA ve vazebném misté Ay GPCR tvo-
feném residui Thr88, Trp246, His250_E, Asn253, Ser277, His278. Konformacni

preference Adenosinu, Trp246, 1192, Phe242 a Tyr197. Vzdalenost mezi volnymi
konci Helixu 5 a 6, kde chybi ICL3.
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Z.aver

V teoretické casti predkladané prace byly zrekapitulovany zakladni poznatky o
strukture biomolekul a algoritmech uplatiiovanych v tzv. molekularné-dynamickych
(MD) simulacich. Pro aktivni osvojeni si zakladnich algoritmi MD simulaci byl
vytvoren vlastni program pro simulace periodického boxu s molekulami vody
reprezentovanymi prostfednictvim riznych modelu (SPC, TIPS, TIP3P). Meto-
da MD simulaci byla nasledné aplikovana na strukturu membranového proteinu
A5 sGPCR ukotveného ve fosfolipidické dvojvrstvé a obklopeného vodni obalkou
(dohromady cca. 120.000 atomi). Smyslem téchto MD simulaci bylo porovnat
vazbu prirozeného agonisty adenosinu a jeho syntetického analogu NECA do va-
zebného mista na extracelularni strané A, GPCR. Pro tyto MD simulace byl
pouzit softwarovy balik NAMD a vypocetni klastr Gram (jehoz kazdy uzel je
osazen 16 CPU jadry a 4 GPU) v superpocita¢ovém MetaCentru.

V krystalové strukture A, 4GPCR, kterda byla pouzita jako vychozi pri bu-
dovéani simulovanych systémt, chybi intracelularni smycka ICL3 (nebo-li residua
214-223) poutajici helixy 5 a 6. Ve vsech MD simulacich byla proto monitorovana
vzdélenost mezi v dusledku toho vzniklymi volnymi konci helixi 5 a 6 (tj. resi-
dui 213 a 224). V obou MD simulacich s adenosinem oscilovala tato vzdalenost
okolo 15 A . Podstatné vice proménliva (5-25 A) pak byla v MD simulaci s ana-
logem adenosinu NECA| jenz se do vazebného mista v Ay 4GPCR vazal pevnéji
nez adenosin. Muze to obrazet skutecnost, ze vazba agonisty do vazebného mista
A5 4GPCR na extracelularni strané vyvola zmény na intracelularni strané takové,
Ze je umoznéna vazba signalizacniho G-proteinu k Ay, GPCR.

Srovnani MD simulaci 1 a 2, v nichz figuroval jako ligand adenosin, ukazalo, ze
Ay 4GPCR s His250_E véazal adenosin podstatné lépe nez A, GPCR s His250_D.
Kontakt baze adenosinu s Asn253 se u A; s GPCR s His250_D rozpadl jiz v prvni
¢tvrtiné MD simulace. V MD simulaci s A;4GPCR s His250_E doslo k naruseni
této interakce naopak az v posledni ¢tvrtiné MD simulace. Z krystalové struk-
tury pritom nebylo ziejmé, zda mezi adenosinem a His250 k néjakému primému
kontaktu vibec dochazi. Zajimavym aspektem v MD simulaci s adenosinem a
A5 4GPCR s His250_E byly konformacni preference postranniho fetézce Trp246. I
pres pomérné tésny kontakt s adenosinem totiz osciloval mezi nékolika konforme-
ry. Trp246 pfitom stoji na pocatku retézce residui, jejichz konformacni prechody
stimuluji pfechod mezi uzavienou a otevienou formou A, 4GPCR.

NECA se k A;4GPCR s His250_E vazalo stabilnéji nez adenosin. Je to ziej-
mé, ze vSech sledovanych parametri. Obc¢as dochazelo k reverzibilnim rozpadim
kontaktd mezi ribosou NECA a postrannimi fetézci Ser277 a His278. Takze ani
vazba tohoto ligandu do vazebného mista Ay 4 GPCR neni iplné optimalni a je zde
prostor pro dalsi rafinaci jeho struktury prostfednictvim nastroji pocitacového
modelovani.

Vazebné misto A;4GPCR tak trochu pfipomind houpacku. Ligand je v ne-
polarnim kontaktu s objemnym postrannim fetézcem Trp246. Na jedné strané se
prostifednictvim 5’OH skupiny ¢i jejiho analogu vaze k Thr88 a His250 a na druhé
strané hydroxylovymi skupinami 2’0OH a 3’0OH k Ser277 a His278. V MD simu-
lacich s adenosinem byly relativné labilnéjsi kontakty s 5’OH skupinou. Analog
NECA méa 5’0H substituované jinou skupinou atomii, ktera je schopna efektivné
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interagovat soucasné s Tetézci Thr88 a His250. NECA proto vykazoval drobné
nestability naopak pokud jde o interakci jeho 2’0OH a 3’OH skupin se Ser277 a
His278.

Z uvedenych vysledku je ziejmé, Ze diky velmi dlouhym MD simulacim (zis-
kanym prostiednictvim vykonného vypocetniho klastru Gram - 16x CPU + 4x
GPU) bylo mozné odhalit diference u na prvni pohled téméf identickych agonist
A, 4GPCR (adenosin vs. NECA). A to jak pokud jde o vazebné schopnosti (NE-
CA se do vazebné kavity vazal pevnéji), tak i pokud jde o konformaéni preference
aminokyselin ve vazebné kavité v okamziku, kdy tam byly ligandy pevné navazané
(vazba adenosinu dovolovala postrannimu fetézeci Trp246 oscilovat mezi dvéma
konformery).

Do budoucna bude zajimavé ovérit vyse uvedené vysledky prostfednictvim vi-
ce MD trajektorii. Zajimavé by také bylo vyzkouset rtizna silova pole pro biomole-
kuly. Absence ICL3 nepochybné destabilizuje A;sGPCR, coz zfejmé zvyraznuje
rozdily ve vazebnych schopnostech ligandt. Pro ziskani struktury kompletniho
GPCR by v soucasné dobé bylo mozné pouzit nékolik strategii. Vytvorit chimé-
ru — doplnit ICL3 napft. z molekuly Rhodopsinu. Ur¢it strukturu ICL3 pomoci
prostfedktit homologniho modelovani a jeji prostorovou konformaci doladit po-
moci velmi dlouhych MD simulaci. Pro posouzeni efektivity ligandu je dulezité
zabyvat se nejen okamzikem, kdy je plné navazan v aktivnim misté receptoru.
Dtlezity je i proces navazovani. Do budoucna by proto bylo zajimavé prostied-
nictvim velmi dlouhych MD simulaci sledovat cely proces navazovani rtznych
ligandti k Ay, GPCR.
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A NAMD - priprava simulovaného systému

Zakladnim zdrojem, kde je mozné ziskat prostorové struktury proteind, je inter-
netova databaze PDB (Protein DataBank). Zde zvefejnéné soubory v sobé vsak
obsahuji jen informace o prostorovém rozmisténi atomii v proteinu, bez informaci
o jejich vazebné strukture ¢i o dalsich molekulach, které jsou podstatnou soucasti
zkoumanych systému (jako napfiklad membrany ¢i vodni obélka). Proto je nutné
pred zapocetim samotnych simulaci systém pfipravit.

Prvnik krokem je vytvotfeni souboru, osahujiciho informace o struktufe a to-
pologii proteinti. Ten se da vytvorit s pouzitim programu psfgen, ktery je soucasti
standardni distribuce baliku VMD [16]. Tento program pouziva pro svij vstup
kromé samotného PDB souboru také topologicky soubor CHARMM, ktery obsa-
huje parametry zakladni stavebni kameny biomolekul, a ptipadné patche, jako je
napftiklad DISU pro lepsi parametrizaci disulfidickych miustkt. Pred dalsim po-
kracovanim je vhodné protein umistit do vodni obalky. K tomu je mozno pouzit
program SOLVATE napsany Helmutem Grubmiillerem z Ludwig-Maxmillians-
Universitdt Miinchen.

Dalsim krokem je vytvoreni membrany. Tu je mozno vytvorit pomoci nastroje
Membrane builder, ktery jsou soucasti VMD. Tento nastroj umoziuje vytvorit
membréanu z lipidi POPC (cholinové) nebo POPE (ethanolaminové). Dalsim kro-
kem je vlozeni proteinu do takto sestavené membrany, jeho spravna orientace a
odstranéni téch lipidovych molekul, které se s proteinem piekryvaji ¢i jsou prilis
blizko k jednotlivym atomtm v proteinu.

Zavérecnym krokem je vytvofeni vodni obalky celého systému. K tomu se da
vyuzit nastroj solvate, ktery je soucasti baliku VMD. S pouzitim tohoto nastroje
se vytvori molekuly vody v téch mistech systému, kde je dostatek prostoru -
tedy i v nepfirozenych lokacich, jako je stfed membrany. Tyto molekuly je nutno
nasledné rucné vymazat. Poslednim krokem pied tim, nez je mozno simulace
skutecné zapocit, je ionizace systému, aby byl elektricky neutralni. Toho je mozno
dosahnout s vyuzitim nastroje autoionize ve VMD.
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B Konfigurace NAMD

ProtoZe systém vznikl prostou kombinaci vstupnich dat z rtznych zdroju (data
o proteinu z PDB; data o membrané a vodni obélka, kazda zvlast automaticky
vygenerovanad ve VMD), je nutno ptfed zapocetim samotnych simulaci provést
nékolik pfipravnych béhii programu NAMD [IT]. Pro simulaci byly pouzity kon-
figura¢ni soubory popsané v [7], doplnéné a upravené tak, aby odpovidaly Asa
GPCR.

Ve vSech bézich je pouzita Ewaldova sumace pro zapocitani elektrostatickych
sil od vzdalenych castic. Pri pouziti Ewaldovy sumace se elektrostaticky potencial
rozdé€li na cast od blizkych a vzdalenych castic, pricemz pro spocteni celkového
potencialu od vzdalenych ¢astic se pouzije Fourierova transformace. [12]

Minimalizace energie pri vétsiné atomu zafixovanych

Prvnim krokem je minimalizace, kdy jsou explicitné zafixovany vsechny ato-
my kromé téch, které tvori ocasky membranovych lipidovych molekul. Lipidy v
simulovaném systému totiz vznikly nékolikanasobnym zkopirovanim jedné mole-
kuly POPC. Do systému byly explicitné zahrnuty periodické okrajové podminky
a Langevinovska kontrola teploty.

# Roztati lipidovych ocaskt. PME, konstantni teplota

structure ionized.psf
coordinates ionized.pdb
outputName ionizedl
set temperature 300

if {0} A

# Prvni pripravny béh
# Tato sekce se nespusti, je urcena pro nacteni
# stavu systému na konci predchozich béhu

set inputname lesswaterl
binCoordinates $inputname.restart.coor
binVelocities $inputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc
b

firsttimestep 0

# Zac¢iname na case 0
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paraTypeCharmm
parameters

#Nacten i

temperature

#Nastavime teplotu pro pocatecni

if {1} {
cellBasisVectorl
cellBasisVector?2
cellBasisVector3
cellOrigin
wrapWater
wrapAll

3

on
par_all27_prot_lipidNBFIX.prm

parametru pole CHARMM

$temperature
rychlosti
95. 0. 0.
0. 95. 0.
0. 0. 100.
-4.12 -2. -18.75
on
on

#Zavedeme periodické okrajové podminky

exclude scaledl-4
l1-4scaling 1.0
cutoff 12.
switching on
switchdist 10.
pairlistdist 13.5
#Nastaveni silového pole
timestep 2.0
rigidBonds all
nonbondedFreq 1
fullElectFrequency 2
stepspercycle 20

# Nastaveni integrac¢niho algoritmu — 2 fs na krok,
# vazby rigidni

if {1} {

PME yes
PMEGridSizeX 80
PMEGridSizeY 80
PMEGridSizeZ 100

b

# Pouzijeme Ewaldovu sumaci — rychlejsi vypocet

# elektrostatické

interakce od vzdéalenych castic
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langevin
langevinDamping 1
langevinTemp

#Nastavime kontrolu

if {0} {

useGroupPressure
useFlexibleCell
useConstantArea

langevinPiston
langevinPistonTarget
langevinPistonPeriod
langevinPistonDecay
langevinPistonTemp

X

#Kontrola tlaku — zde

on

$temperature
teploty Langevinovskou dynamikou

yes ;
yes
no ;

on
1.01325 ;#
200.

50.
$temperature

in bar — 1 atm

se nepouzije

restartfreq 1000 i# 1000 kroktd = kazdé 2ps
dcdfreq 1000
xstFreq 1000

# Jak casto

se bude ukladat

stav systému pro navazani

# dalsimi vypocCty a soutfadnice bodid v molekule

outputEnergies
outputPressure

50
50

energie a tlaky

# Jak casto se budou vypisovat
if {1} A

fixedAtoms on
fixedAtomsFile protein.fix
fixedAtomsCol B
fixedAtomsForces on

}
# V prvnim béhu jsou zafixovany vsSechny atomy kromeé
# lipidovych ocaskti — v PDB souboru protein.fix

# jsou fixované atomy oznaceny hodnotou 1 v poli

Beta
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eFieldOn yes
eField 0 0 -0.155

# Externi elektrické pole

# Minimization

if {1} A

minimize 1000
reinitvels $temperature
b

run 250000 ;# 0.5 ns

#Nejprve 1000x minimalizujeme, pak
#spust ime simulaci na 250000 c¢asovych krokt

Nejprve probéhla energeticka minimalizace systému, tj. drobné posunuti ato-
mi do takovych poloh, Ze maji co nejmensi potencialni energii - to slouzi k od-
filtrovani efektti extrémni blizkosti jednotlivych atomt. Nasledné probéhla MD
simulace s Langevinovskou kontrolou teploty, ¢imz byl odstranén nechtény pora-
dek u lipidovych ocaskti.
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Minimalizace a ekvilibrace pfi svazaném proteinu Ve druhém pfiprav-
ném béhu programu dojde nejprve opét k minimalizaci energie, tentokrat jiz pro
vSechny atomy. Poté opét probéhne simulace pro kratky pocet casovych kroki,
aby se systém dostal do rovnovahy. Tentokrat jsou do systému ke standardnimu
silovému poli ptidany dvé virtualni sily: Jednak harmonické oscialtory, které udr-
zuji atomy proteinu na jejich pozicich, a jednak sila explicitné zabranujici vodé
vstupovat do interakénich mist mezi proteinem a membranou.

# Protein svazany. PME, konstantni tlak.

structure ionized.psf

coordinates ionized.pdb

outputName ionized2

set temperature 300

if {1} A

set inputname ionizedl

binCoordinates $inputname.restart.coor
binVelocities $inputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc
b

# Nacteme stav systému z vystupu predchoziho béhu

firsttimestep 251000

# vstup

paraTypeCharmm on

parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm
#temperature $temperature

# Pocatecéni rychlosti nacteme ze souboru:
# teplotu na pocatku simulace nespecifikujeme

if {0} {
cellBasisVectoril T . 0. 0.
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cellBasisVector?2
cellBasisVector3

0. 7T . 0.
0. 0. 90.
0.28 0.29 6.22

cellOrigin

}

# Vlozené periodické okrajové podminky
# se mnepouziji, program je nacte ze

# vstupnich soubort se stavem systému
# na konci predchoziho béhu

wrapWater on

wrapAll on

# Parametry silového pole

exclude
1-4scaling
cutoff
switching
switchdist
pairlistdist

scaledl-4
1.0

12.

on

10.

13.5

# Parametry integrace

timestep
rigidBonds
nonbondedFreq

fullElectFrequency

stepspercycle

2.0
all
1

2
20

# parametry silovych poli a integrace
# stejné jako v prfedchozim béhu

if {1} {

PME
PMEGridSizeX
PMEGridSizeY
PMEGridSizeZ
}

# Ewaldova sumace
langevin
langevinDamping

langevinTemp

#Kontrola teploty

yes
80
80
90

on # zapnout Langevinovskou dynamiku
1 # tlumici koeficient (gama) 5/ps
$temperature
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if {1} A

useGroupPressure yes # potfeba pro 2fs kroky
useFlexibleCell yes
useConstantArea no
langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# in bar — 1 atm

langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.
langevinPistonTemp $temperature
+

# Kontrola tlaku zménou velikosti periodické miizky

restartfreq 1000 ;# 1000steps =
dcdfreq 1000

xstFreq 1000
outputEnergies 50
outputPressure 50

if {0} A

fixedAtoms on
fixedAtomsFile nottails.fix.pdb
fixedAtomsCol B
fixedAtomsForces on

b

# Tentokrat zadné atomy nefixujeme

constraints on

consexp 2

consref ionized.pdb
conskfile protein.cnst
conskcol B

margin 6

# Harmonické vazby umoznuji atomim proteinu
# jen vibrovat okolo poc¢atecnich poloh

tclforces on
set waterCheckFreq 100
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set lipidCheckFreq 100
set allatompdb ionized.pdb
tclForcesScript keep_water_out.tcl

# Skript na odstranéni vody z rozhrani mezi proteinem a membranou

#eFieldOn yes
#eField 0 0 —0.155

# Minimization

if {1} A

minimize 1000
reinitvels $temperature
}

run 250000 ;# 0.5 ns

#Spusténi simulace — stejné jako drive
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Ekvilibrace pfi uvolnéném systému Pii tietim pfipravném béhu je jiz na-
staveni NAMD témér identické s tim, které bude pouzito pro dlouho trvajici
simulace. Na rozdil od predchozich béht jiz neprobéhne minimalizace energie ani
nebudou kladeny zadné umeélé podminky na polohy atomt. Hlavnim rozdilem
oproti findlnim, produkénim, béhiim simulace je to, Ze pfi kontrole tlaku nekla-
deme pozadavek na konstantni plochu membrany, ¢imz umoziujeme membrané
dosdhnout spravné konformace.

# Protein uvolnény. PME, konstantni tlak.

structure ionized.psf
coordinates ionized.pdb
outputName ionized3
set temperature 310

# Pokracujeme z pfedchozich vysledki

if {1} {

set inputname ionized?2

binCoordinates $inputname.restart.coor
binVelocities $inputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc
b

firsttimestep 502000

# Vstup

paraTypeCharmm on

parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm
wrapWater on

wrapAll on

# parametry silovych poli
exclude scaledl-4
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1-4scaling 1.0

cutoff 12.
switching on
switchdist 10.
pairlistdist 13.5

# parametery integratoru

timestep 2.0 ;# 2fs/step
rigidBonds all ;# needed for 2fs steps
nonbondedFreq 1
fullElectFrequency 2

stepspercycle 20

if {1} A

PME yes

PMEGridSizeX 80

PMEGridSizeY 80

PMEGridSizeZ 90

}

# Ewaldova sumace

langevin on
langevinDamping 1
langevinTemp $temperature

# Kontrola teploty

if {1} {

useGroupPressure yes ;# needed for 2fs steps
useFlexibleCell yes

useConstantArea no

langevinPiston on

langevinPistonTarget 1.01325 ;# v barech — 1 atm
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp $temperature

}

# Kontrola tlaku

restartfreq 1000 i# 1000 krokt = kazdé 2ps
dcdfreq 1000

xstFreq 1000

outputEnergies 50
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outputPressure 50

# Jedind zména oproti predchozimu béhu — odstranéni
# vesSkerych virtualnich sil

#eFieldOn yes
#eField 0 0 —0.155

# Minimalizace

if {0} {

minimize 1000
reinitvels $temperature
}

#Tentokrat minimalizace neprobéhne

run 250000 ;# 0.5 ns
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Produkéni béhy Posledni, produkéni béh programu probéhne s obdobnym
nastavenim, jako tfeti pripravny béh; Hlavni zménou je pridani pozadavku na
konstantni plochu membrany (). Dalsi zmény jsou u nastaveni vystupu; Béh pro-
béhne s desetkrat nizsi frekvenci vystupu soufadnic, protoze jinak by velikost
vystupniho souboru byla jiz netinosna.

# Protein uvolnény. PME, konstantni tlak a plocha.

structure ionized.psf
coordinates ionized.pdb

outputName ionizedb

set temperature 310

if {1} {

set inputname ionized4
binCoordinates $inputname.restart.coor
binVelocities $inputname.restart.vel
extendedSystem $inputname.restart.xsc
b

firsttimestep 1002000

# vstup

paraTypeCharmm on

parameters par_all27_prot_lipidNBFIX.prm
wrapWater on

wrapAll on

exclude scaledl-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

if {1} {

PME yes
PMEGridSizeX 100
PMEGridSizeY 100
PMEGridSizeZ 90

b

langevin on
langevinDamping 1
langevinTemp $temperature
if {1} {
useGroupPressure yes
useFlexibleCell yes
useConstantArea yes

# Hlavni zména oproti pripravnym béhim —
# pifi kontrole tlaku pozadujeme konstantni plochu membrany

langevinPiston on
langevinPistonTarget 1.01325
langevinPistonPeriod 200.

langevinPistonDecay 50.

langevinPistonTemp $temperature

b

restartfreq 1000

dcdfreq 10000

xstFreq 1000

outputEnergies 50

outputPressure 50

# Tentokrat bude program bézet déle — snizime frekvenci

# vypisu trajektorii, aby vysledny soubor byl
# prijatelné velky

#4+ DODATECNE PARAMETRY Hh
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## SPOUSTECI SKRIPT i

run 14000000 ;# 0.5 % 56 ns

# Tentokrat bude béh probihat vyrazné déle
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