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Abstrakt:

Hlavńı část́ı této bakalářské práce je funkčńı program pro simulace zhrubených
model̊u protein̊u, vhodný pro testováńı funkćı potenciálu. Program využ́ıvá návrh
stavu pomoćı pivota a vyhodnoceńı nových stav̊u metodou Monte Carlo. Program
také umožňuje využ́ıt metodu simulovaného ž́ıháńı s lineárńım poklesem teploty
a má zabudované základńı nástroje pro vyhodnoceńı simulaćı (poč́ıtáńı pr̊uměr̊u
a chyb blokovou metodou). Program byl otestován simulaćı několika reálných
protein̊u. Pro kratš́ı proteiny (88 a méně aminokyselin) program fungoval podle
očekáváńı, deľśı proteiny (111 a v́ıce aminokyselin) poukázaly na limity př́ıstupu
návrhu stav̊u pomoćı pivota. Pro daľśı vývoj bylo navrženo rozš́ı̌reńı možnost́ı
návrhu nového stavu pro vylepšeńı simulaćı dlouhých řetězc̊u.

Kĺıčová slova: simulace, struktura proteinu, zhrubený model, Monte Carlo
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Abstract:

The main part of this bachelor’s thesis is an operational software for coarse-
grained protein simulations, suitable for testing of new potential functions. The
program is using a pivot-based proposal of new states and Monte Carlo evaluation
of the proposed state. The program also allows to use a simulated annealing tech-
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2.6.3 Vstupy a výstupy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19

2.7 Jednotky simulace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
2.7.1 Délka . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.7.2 Hmotnost . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.7.3 Teplota . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.7.4 Boltzmannova konstanta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.7.5 Energie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
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3.2 Testováńı simulačńıho programu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
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Kapitola 1

Úvod

Proteiny jsou pro život jedny z nejpodstatněǰśıch biopolymer̊u s velmi širokým
spektrem funkćı. Základńı součást́ı každého proteinu je polypeptidové vlákno
složené z 20 (22) typ̊u aminokyselin. Struktura protein̊u má několik úrovńı. Z
primárńı struktury (tedy sekvence aminokyselin) ještě neńı možné snadno určit
funkci daného proteinu i přesto, že máme dobrou znalost fyzikálně chemických
vlastnost́ı jednotlivých aminokyselin.

Funkce proteinu je určena předevš́ım sekundárńı, terciálńı a kvartérńı struktu-
rou proteinu. V současné době ještě neńı známé úplné řešeńı pro to, jak odhadnout
sekundárńı a terciárńı strukturu protein̊u pouze na základě jejich primárńı struk-
tury.1 Prostorová struktura protein̊u je proto standardně zkoumána pomoćı me-
tod, založených na pozorováńı a experimentu (nejčastěji krystalografie) a zároveň
s t́ım jsou vyv́ıjeny stále přesněǰśı metody simulace, které se snaž́ı zjistit strukturu
protein̊u bez nutnosti experiment provádět.

Poč́ıtačové simulace se nepouž́ıvaj́ı pouze na zjǐst’ováńı prostorové struktury
protein̊u. Např́ıklad práce Beyer 2022 [2] využ́ıvá simulace pro studium pohyb̊u
v hydrogelech v závislosti na pH roztoku a koncentraci rozpuštěných soĺı.

Co se týká protein̊u, simulačńı programy pro odhad prostorové struktury pro-
tein̊u se oṕıraj́ı o tzv. Anfinsenovo dogma [3], tedy přesvědčeńı, že prostorovou
strukturu protein̊u je možné určit pouze ze znalosti jejich primárńı struktury.
Tato myšlenka je v současnosti někdy kritizována. Např́ıklad sulfidické vazby v
rámci proteinu vznikaj́ı ještě před dokončeńım sekundárńı a terciárńı struktury
protein̊u.2 To znamená, že tyto vazby jsou d̊uležité už při formováná sekundárńı a
terciárńı struktury. Nemaj́ı tak pouze stabilizačńı funkci, jak dř́ıve předpokládalo.

Pro lepš́ı vysvětleńı obsahu této práce je vhodné ukázat základńı principy v
často využ́ıvaných metod.

1.1 Homology based a de novo př́ıstupy

Pro zjǐst’ováńı sekundárńı a terciárńı struktury protein̊u z jeho sekvence se
použ́ıvaj́ı dva základńı př́ıstupy.

Prvńım je tzv. ”homology based př́ıstup”. V rámci něj se prostorové uspořádáńı
neznámého proteinu odhaduje na základě podobnosti s primárńımi strukturami

1Toto téma je diskutováno např́ıklad v review Dill 2008 [1].
2Gambardella 2022 [4].
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známých protein̊u.3

Druhým základńım př́ıstupem je tzv. de novo. Ten využ́ıvá znalost primárńı
struktury proteinu (sekvence aminokyselin) a na základě toho se snaž́ı źıskat jeho
prostorovou strukturu. Hlavńı myšlenkou de novo př́ıstupu je efektivně prohle-
dat prostor všech konformaćı proteinu a źıskat z něj tu nejpravděpodobněǰśı.
Vzhledem k obrovskému množstv́ı možných konformaćı je de novo př́ıstup zpra-
vidla implementován tak, že do určité mı́ry napodobuje proces skládáńı protein̊u
v reálných systémech. Proto jsou vyv́ıjeny fyzikálńı modely, které napodobuj́ı
chováńı skutečných protein̊u, včetně energetických poĺı, sil a vazeb.

Dále jsou popsány konkrétńı metody simulace v rámci de novo př́ıstupu.

1.2 Některé metody v rámci de novo př́ıstupu

1.2.1 Molekulová dynamika

Jedna z nejznáměǰśıch metod na prozkoumáváńı konformačńıho prostoru je
molekulová dynamika. Simulace pomoćı molekulové dynamiky se snaž́ı co nejpřesněji
napodobit pohyby částic reálných systémů. V každém kroku jsou aktualizovány
pozice jednotlivých částic na základě silových poĺı v systému.4 Př́ıkladem pro-
gramu využ́ıvaj́ıćıho molekulovou dynamiku je ESPResSo [7]. ESPResSo umožňuje
mimo jiné definovat vlastńı systém jednotek, pracovat s r̊uznými typy zhrubených
model̊u. Je volně př́ıstupné a spravované Institutem pro výpočetńı fyziku Univer-
zity ve Stuttgardu pod licenćı GNU General Public Licence (GPL).

1.2.2 Monte Carlo

Daľśı širokou skupinou metod jsou Monte Carlo simulace, tedy modely pra-
cuj́ıćı s určitou mı́rou náhody. Do této kategorie patř́ı i tato práce. Od sebe se
jednotlivé Monte Carlo metody lǐśı ve zp̊usobu reprezentace proteinu a ve zp̊usobu
návrhu nových stav̊u simulace. V této práci byla pro návrh nového stavu použita
metoda náhodného pootočeńı řetězce okolo pivotu.

Výhodou principu Monte Carlo je, že d́ıky přij́ımáńı nových stav̊u s určitou
mı́rou náhody nemuśı metoda návrhu nového stavu nutně napodobovat pohyby
molekul v reálném systému. Nevhodné, a tedy nepravděpodobné stavy (např.
pokud se dvě částice překrývaj́ı) jsou totiž v dobře nastavené simulaci odstraněny
během Monte Carlo vyhodnoceńı.

Využ́ıvat Monte Carlo k molekulovým simulaćım navrhl N. Metropolis v roce
1953 [8]. Jeho princip dále popisuje Frenkel a Smit 2002 [9]. Současnými př́ıklady
využit́ı př́ıstupu Monte Carlo jsou např́ıklad práce Wilson 2022 [10] a Neamtu
2023 [11]. Konkrétně v př́ıpadě Neamtu 2023 byla studována vazebná afinita mo-
noklonálńıch protilátek k vazebné doméně spike protein̊u SARS-Cov-2 s využit́ım
zhrubených model̊u proteinu a Monte Carlo přistupu.

3Např́ıklad práce Zhang 2005 [5] v úvodu uvád́ı základńı principy ”homology
based”modelováńı prostorové struktury protein̊u.

4Podrobnosti o molekulové dynamice např. zde: [6].

4



1.2.3 Hamiltoniánské Monte Carlo

Př́ıstup Monte Carlo a molekulová dynamika se prot́ınaj́ı v Hamiltoniánském
Monte Carlu. V rámci této metody je na základě molekulové dynamiky vytvořen
nový stav systému, který je následně vyhodnocen pomoćı Monte Carlo př́ıstupu.
V nedávné době bylo v českém prostřed́ı publikováno několik praćı založených na
této metodě (Nierostek 2021 [12], Nová 2022 [13]).

1.3 Př́ıstup Alpha Foldu a jeho význam

Pro daľśı vysvětleńı významu této práce stručně poṕı̌su př́ıstup AlphaFoldu a
také to, proč je i přes jeho nedávné úspěchy stále potřebná práce pro vylepšováńı
de novo př́ıstup̊u.

Programy AlphaFold a předevš́ım AlphaFold 2 od společnosti Deep Mind
dosáhly v oblasti odhadováńı konformace neznámých protein̊u velmi dobrých
výsledk̊u. V soutěži CASP (13, 14) źıskaly prvńı mı́sta a konkrétně AlphaFold 2
v CASP 14 odhadl v drtivé většině př́ıpad̊u struktury protein̊u s RMSD5 menš́ı
než 2Å.[14] To je bezkonkurenčńı výsledek, nicméně AlphaFold neodhaluje celý
proces foldingu proteinu do 3D struktury, protože ji odhaduje př́ımo [15].

Na rozd́ıl od AlphaFoldu metody de novo zkoumaj́ı př́ımo proces foldingu.
Je u nich totiž kladen d̊uraz na fyzikálńı pozad́ı procesu skládáńı protein̊u. Pod-
statným aspektem de novo metod je správné nastaveńı potenciálových funkćı.
Ćılem této práce bylo vytvořit program pro testováńı potenciálových funkćı.

1.4 Ćıle práce

Ćılem této práce je přispět k výzkumu protein̊u vytvořeńım simulačńıho pro-
gramu pro výzkum potenciálových funkćı. Program bude využ́ıvat zjednodušeńı
peptidového vlákna na aminokyseliny reprezentované jako koule se středem v Cα

uhĺıćıch (coarse-grained) a konstantńım poloměrem. Jako návrh stavu je využito
náhodné otočeńı části řetězce okolo pivota a Monte Carlo vyhodnoceńı návrhu
stavu. Program dále využije Lennard-Jones̊uv potenciál jako funkci pro neva-
zebný potenciál a empiricky zjǐstěné funkce pro úhlové (bending a dihedrálńı) po-
tenciály. Jedna z hlavńıch motivaćı pro vytvořeńı tohoto programu je umožnit tes-
továńı r̊uzných potenciálových funkćı. Program má být také snadno uživatelsky
př́ıstupný pro člověka zvyklého pracovat s př́ıkazovou řádkou a dostatečně jedno-
duchý, aby bylo možné jej dále vylepšovat a snadno upravovat i pro daľśı účely.

5”Root Mean Square Deviation”, viz vlastńı kapitolu.
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Kapitola 2

Metodika

Program využ́ıvá Monte Carlo simulace s návrhem stavu pomoci pivota. Jako
model bylo zvoleno zhrubeńı na úroveň jednotlivých aminokyselin. Ty jsou repre-
zentovány jako koule se středem v Cα atomech.

2.1 Stručný popis algoritmu simulace

Simulace prob́ıhala ve třech fáźıch: inicializace, běh, finalizace.

2.1.1 Inicializace

Program pomoćı vstupńıch argument̊u nahraje parametry simulace a sekvenci
peptidu, vytvoř́ı soubory, do kterých budou později uložena simulačńı data a
uspořádá aminokyseliny peptidu do rovné čáry (”rod”konformace).

2.1.2 Běh simulace

Pro zadaný počet cykl̊u se v rámci běhu simulace provedou následuj́ıćı kroky:

1. vypoč́ıtáńı potenciálu v nově navrženém stavu systému jako součet jednot-
livých potenciál̊u

2. vypoč́ıtáńı Boltzmannova faktoru pro rozd́ıl mezi potenciály starého a nového
systému

3. krok Monte Carlo pro přijet́ı/odmı́tnut́ı nového stavu pomoćı náhody

4. samotné uložeńı nového stavu v př́ıpadě jeho přijet́ı, př́ıpadně jeho zamı́tnut́ı

5. zápsáńı veličin stávaj́ıćıho stavu do výstupńıch soubor̊u

2.1.3 Finalizace

Po doběhnut́ı všech krok̊u jsou spoč́ıtány pr̊uměry jednotlivých veličin a jejich
chyby pomoćı blokové metody. Část dat je pro tyto kroky přeskočena (přesný
počet přeskočených krok̊u je uveden ve vstupńım souboru pro danou simulaci,
parametr Skipped-Cycles).

Podrobněji se budu jednotlivým krok̊um věnovat v daľśıch kapitolách.
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2.2 Zhrubené modely

Pro simulace skládáńı protein̊u se obecně využ́ıvá několik typ̊u zjednodušeńı
pomoćı tzv. zhrubených model̊u. Určité zjednodušeńı je z praktických d̊uvod̊u
nutné. Počet možných konformaćı proteinu je př́ılǐs velký na to, aby byl dopo-
drobna celý prozkoumán v reálném čase.

Obrázek 2.1: Zde jsou zobrazeny sche-
maticky aplikačńı rozsahy pro r̊uzná
rozlǐseńı: kvantové, celoatomárńı, zhru-
bené a ”mesoscale”rozlǐseńı. Na obrázku
jsou vidět přibližné rozsahy časových
a prostorových jednotek použ́ıvaných
na dané úrovni zjednodušeńı. Obrázek
pocháźı z práce Kmiecik 2016 [16].

Pokud jde o prostor, ve kterém jsou
simulace prováděny, jsou využ́ıvány
mř́ıžkové modely (v literatuře označován
jako ”lattice model”) a pak spo-
jitý prostor (”off-lattice model”). V
př́ıpadě mř́ıžek jsou aminokyseliny re-
prezentovány jako kuličky, které mo-
hou být pouze na pr̊useč́ıćıch př́ımek
tvoř́ıćıch pravidelnou pravoúhlou 2D
nebo 3D mř́ıžku. Spojitý 3D prostor
nab́ıźı v́ıce konformaćı než 3D mř́ıžka.
Proto jsou simulace ve spojitém pro-
storu sice složitěǰśı a pomaleǰśı, ale v́ıce
odpov́ıdaj́ı reálným podmı́nkám.1

Ve spojitém 3D prostoru může
být peptid reprezentován opět několika
zp̊usoby. Nejvyšš́ı možné rozlǐseńı,
které dává smysl v kontextu prosto-
rové struktury proteinu je atomárńı
rozlǐseńı (”all-atom resolution”). Daľśımi
jsou r̊uzné možnosti zjednodušeńı jednotlivých aminokyselin na jednu nebo
několik kuliček.2

Např́ıklad Postic 2021 [17] srovnává následuj́ıćı modely zjednodušeńı:

• pouze Cα atomy,

• pouze Cβ atomy,

• Cα a Cβ,

• základńı struktura proteinu (backbone),

• backbone peptidu a Cβ atomy

a daľśı, viz obrázek 2.2. Každý ze zp̊usob̊u zjednodušeńı má své výhody, nevýhody
a specifika.

2.2.1 Model použitý v této práci

V této práci je využito zjednodušeńı na Cα atomy. Každá aminokyselina z
proteinu je tedy reprezentována středem Cα atomu a velikost́ı aminokyseliny.
Poloměr aminokyseliny byl standardně nastavena na 5Å, což odpov́ıdá nejbližš́ı

1Kmiecik 2016 [16].
2Kmiecik 2016 [16], Postic 2021 [17]
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Obrázek 2.2: Na obrázku vid́ıme v́ıce typ̊u zjednodušeńı. (A) je zjednodušeńı na
Cα atomy, (B) Cβ, (C) Cα + Cβ, (D) backbone, tedy peptid bez postranńıch
řetězc̊u, (E) backbone + Cβ, (F) pouze postranńı řetězce, (G) všechny atomy,
(H) model ”MARTINI”, který má reprezentace jak backbone tak postranńıch
řetězc̊u, tento model je v́ıce popsán v práci Marrink 2007 [18], (I) zjednodušená
reprezentace celé struktury, použ́ıvaná pro zd̊urazněńı sekundárńıch struktur pro-
tein̊u. Obrázek převzatý z práce Postic 2021 [17].

vzdálenosti dvou nesoused́ıćıch aminokyselin. Do této vzdálenosti jsou zahrnuty i
postranńı řetězce aminokyselin. Tuto velikost je v rámci uživatelského nastaveńı
programu možné měnit. Daľśı vývoj programu poč́ıtá s možnost́ı, že velikost re-
prezentace aminokyseliny bude specifická pro jednotlivé typy aminokyselin. Délka
vazeb mezi Cα uhĺıky je 3.81Å, což odpov́ıdá jejich skutečné vzdálenosti (pro dva
uhĺıky Cα jdoućı za sebou v řetězci má vzdálenost velmi úzkou distribuci).3

2.3 Potenciály

Vhodné nastaveńı potenciálových funkćı je nezbytné pro dobře funguj́ıćı pro-
gram. Maj́ı význam při kroku Monte Carlo, kdy jsou porovnány potenciály starého
a nového systému a na základě toho je nový stav přijat nebo odmı́tnut.

V této práci jsou použity tři typy potenciál̊u: nevazebný, bending a dihedrálńı
potenciál. Vazebný potenciál nebyl použit kv̊uli úzkým distribućım vzdálenost́ı
mezi sousedńımi aminokyselinami.

3Pavĺıková 2022 [19]
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2.3.1 Nevazebný potenciál

Nevazebný potenciál se poč́ıtá na základě vzdálenost́ı daných reprezentaćı
aminokyselin. Je v́ıce možnost́ı, jakou zvolit potenciálovou funkci. V této práci
byl použit N. Metropolisem vybraný Lennard-Jones̊uv potenciál [8].

Lennard-Jones̊uv potenciál

Bud’te

• x1, x2 reprezentace částic

• ϵ(x1, x2) hloubka potenciálové jámy pro dané reprezentace částic,

• r(x1,x2) vzdálenost mezi reprezentacemi částic a

• σ(x1, x2) pr̊uměr poloměr̊u reprezentaćı částic (jsou to koule).

Pak Lennard-Jones̊uv nevazebný potenciál se spoč́ıtá takto:

ULJ(x1,x2) = 4ϵ(x1, x2)×

[︄(︃
σ(x1, x2)

r(x1,x2)

)︃12

−
(︃
σ(x1, x2)

r(x1,x2)

)︃6
]︄

(2.1)

Obrázek 2.3: Pr̊uběh funkce Lennard-Jonesova potenciálu pro zadané parametry.

Funkce nevazebného potenciálu přes všechny kombinace reprezentace amino-
kyselin v řetězci se pak spoč́ıtá takto4:

ULJ−all =
n−2∑︂
i=1

n∑︂
j=i+2

ULJ(xi,xj) (2.2)

4Jsou vynechány př́ımo soused́ıćı reprezentace aminokyselin v řetězci, protože vzdálenosti
sousedńıch kuliček se v rámci systému v této práci neměńı, viz kapitolu o návrhu stavu.
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Volba parametr̊u pro výpočet nevazebného potenciálu

V této práci byly poloměry reprezentaćı stanoveny jako 5Å pro všechny typy
aminokyselin.5 Hodnoty ϵ jsou v této práci specifické pro každou kombinaci typ̊u
aminokyselin. Konkrétńı hodnoty ϵ byly převzaty z práce Tanaky 1976 [20],
kde jsou uvedeny v tabulce pro energie kontaktu. Hodnoty byly před použit́ım
převedeny na jednotky použité v této práci.

Úprava hodnot epsilon pro účely této práce

Tanaka ve své práci vypoč́ıtává energie interakćı mezi jednotlivými typy ami-
nokyselin. Aby tyto hodnoty6 bylo možné použ́ıt jako parametr ϵ při výpočtu
Lennard Jonesova potenciálu, bylo nutné je převést do simulačńıch jednotek.

Tanaka uvád́ı hodnoty v kcal×mol−1 a jednotka energie v simulaci je kB ×
300K.

Pro x vyjadřuj́ıćı č́ıselně koeficient pro přenásobeńı hodnot v tabulce, kB =
1,380649 × 10−23JK−1 je Boltzmannova konstanta a NA = 6,022 × 1023 je Avo-
gadrovo č́ıslo. Pak plat́ı, že:

x× kB × 300K = kcal×mol−1

x =
kcal

kB × 300K×mol

=
4184

1,380649× 10−23 × 300× 6,022× 1023
× J

J×K−1 ×K

=
4184

2494,2804834

≈ 1,677 (2.3)

Tedy jedna jednotka v tabulce Tanaky je 1,677 simulačńı jednotky energie.

Alternativńı potenciálová funkce - Mie̊uv potenciál

Pro výpočet nevazebného potenciálu se v molekulových simulaćıch použ́ıvá
i tzv. Mie̊uv potenciál (Mie potential), který je zobecněńım Lennard-Jonesova
potenciálu. Pro stejné parametry, jako u Lennard-Jonesova potenciálu, vypadá
rovnice pro Mie̊uv potenciál takto (Werth 2017[21]):

UMie(x1,x2) = cϵ×

[︄(︃
σ(x1, x2)

r(x1,x2)

)︃a

−
(︃
σ(x1, x2)

r(x1,x2)

)︃b
]︄

(2.4)

Kde konstanty a,b,c jsou zvoleny podle potřeby. Lennard-Jones̊uv potenciál
by pak byl speciálńı př́ıpad Mieova potenciálu s a = 12, b = 6, c = 4. Mieova po-
tenciálu může být při vhodném nastaveńı konstant a,b,c může být pr̊uběh funkce
realističtěǰśı.

5Vı́ce popsáno v kapitole o modelu simulace.
6Viz Tanaka 1976, tabulka č. 3 [20]
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2.3.2 Vazebný potenciál

Vazebný potenciál má za účel zohlednit délku vazeb mezi jednotlivými repre-
zentacemi aminokyselin při vyhodnocováńı pravděpodobnosti stavu při Monte
Carlo kroku. Jako funkci je možné použ́ıt např. následuj́ıćı funkci hyperboly:

Ubond(i) = k(l0 − li)
2 (2.5)

kde k je konstanta, l0 je daná středńı délka vazby (např. vzdálenost mezi Cα

atomy, 3.81Å) a li je délka i-té vazby v řetězci.

Proč nebyl použit?

Vazebný potenciál nebyl použit, protože délka vazeb v řetězci z̊ustává po celou
dobu simulace vzhledem k použité metodě návrhu stavu konstantńı. I vazebný po-
tenciál by proto byl konstantńı přes všechny stavy systému a vzhledem k metodě
přij́ımáńı stav̊u založené na rozd́ılu potenciál̊u dvou stav̊u by neměl v simulaci
význam.

Vazebný potenciál také nebyl použit, protože distribuce délek vazeb je velmi
úzká [19].

Jeho odstraněńım z poč́ıtačové simulace bylo ušetřeno (pro n kuliček v řetězci
a c cykl̊u) n× c výpočt̊u.

2.3.3 Bending potenciál

Bending potenciál v této práci popisuje úhel mezi třemi po sobě jdoućımi Cα

atomy v řetězci. Jako funkce bending potenciálu byla během vývoje programu
použita parabola, nicméně v hotové práci už je využ́ıvána funkce vytvořená em-
piricky z již známých struktur protein̊u pomoćı metody Boltzmannovy inverze
[19].

Funkce paraboly vypadá pro 3 po sobě jdoućı reprezentace aminokyselin
v řetězci, respektive úhel α reprezentuj́ıćı úhel mezi jejich středy a konstantu
označuj́ıćı hodnotu úhlu ve vrcholu paraboly α0 takto:7

Ubend−parabole(α) = k × (α0 − α)2 (2.6)

Úhel α nabývá hodnot [0,π]. Pro celý řetězec se bending potenciál spoč́ıtá
takto:

Ubend−all =
n−2∑︂
i=1

Ubend(αbi,bi+1,bi+2
) (2.7)

kde

• n je délka řetězce,

• bi je střed reprezentace i-té aminokyseliny,

• α funkce úhlu mezi třemi body a

• Ubend je parciálńı funkce pro výpočet bending potenciálu (např́ıklad zmı́něná
parabola).

7Tato funkce je navržena v publikaci Kolafa 2015[22].

11



Obrázek 2.4: Funkce bending potenciálu vytvořená pomoćı Boltzmannovy inverze
Markétou Pavĺıkovou v rámci jej́ı bakalářské práce [19]. Tato potenciálová funkce
byla použita k testováńı simulačńıho programu.

2.3.4 Dihedrálńı potenciál

Obrázek 2.5: Na
schématu jsou vidět
dvě poloroviny dané
body 1-4. ϕ označuje di-
hedrálńı úhel. Obrázek
je převzatý z publikace
Kolafa 2015 [22].

Dihedrálńı potenciál popisuje úhel mezi poloro-
vinami, viz obrázek 2.5. Pro čtyři po sobě jdoućı
souřadnice střed̊u reprezentaćı Cα atomů v řetězci b1,
b2, b3, b4 jde o polorovinami b1b2b3 a b2b3b4 definovaný
dihedrálńı úhel ϕ. Protože jde o úhel mezi polorovi-
nami a nikoli rovinami, je funkce potenciálu definována
v rozsahu ϕ ∈ [−π,π].

Výpočet dihedrálńıho úhlu je v simulačńım pro-
gramu implementován pomoćı funkce atan2. Funguje
podobně jako funkce atan (atan2(y,x) = atan(y/x),
pro x > 0), nicméně na rozd́ıl od funkce atan je možné
ji využ́ıt pro celý interval [−π,π]. Celá rovnice pro
výpočet dihedrálńıho úhlu ϕ pak vypadá takto:

ϕ = atan2(|v2|v1 · v2 × v3, (v1 × v2) · (v2 × v3)) (2.8)

Při vývoji programu byla opět použita pro funkci dihedrálńıho potenciálu
parabola:

Udihedral−parabole(ϕ) = k × (ϕ0 − ϕ)2 (2.9)

kde ϕ0 je hodnota úhlu ve vrcholu paraboly.
Hotový program využ́ıvá stejně jako pro bending potenciál empirickou funkci

źıskanou ze známých struktur Boltzmannovou inverźı.
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Obrázek 2.6: Graf ukazuje pr̊uběh funkce dihedrálńıho potenciálu použité při
testováńı programu. Funkce byla źıskána pomoćı Boltzmannovy inverze [19] z
reálných struktur protein̊u. Jsou zde vidět dvě výrazná lokálńı minima, jedno
(globálńı) v bodě [0.88, -10.36] a druhé v bodě [-2.89, -8.88]. Oblasti kolem těchto
minim odpov́ıdaj́ı sekundárńım strukturám alpha helix̊um a beta list̊um.

2.3.5 Boltzmannova inverze

Boltzmannova inverze je metoda pro źıskáńı potenciálové funkce při znalosti
konformaćı reálných protein̊u. Pro dataset protein̊u se známou konfiguraćı jsou
spočteny vzdálenosti a úhly mezi atomy těchto peptid̊u, tedy distribučńı funkce.
Pomoćı Boltzmannovy inverze je źıskána funkce efektivńıho potenciálu (Ueff ).
Tento postup je popsán např́ıklad v práci Chudoba a kol. 2017 [23].

Bud’

• kB Boltzmannova konstanta,

• T teplota,

• g distribučńı funkce a

• x úhel či vzdálenost (zálež́ı o jaký typ potenciálu se jedná).

Pak efektivńı potenciál pro daný úhel nebo vzdálenost pomoćı Boltzmannovy
inverze má tuto podobu:

Ueff (x) = −kBT log g(x) (2.10)
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2.4 Návrh stavu

Simulace prob́ıhá tak, že se navrhuj́ı nové stavy systému a ty jsou následně
přijaty, nebo odmı́tnuty. Existuje v́ıce možnost́ı navržeńı nových stav̊u simulo-
vaného systému. Pro návrh stavu s následným vyhodnoceńım metodou Monte
Carlo se použ́ıvá molekulová dynamika8 , či metody pracuj́ıćı s náhodou (např.
návrh pomoćı pivota).

Molekulová dynamika vytvář́ı nové stavy na základě silových poĺı, tedy deri-
vaćıch potenciál̊u a z toho vznikaj́ıćıho pohybu. Je poměrně náročná z hlediska
času,9 ale nový stav vytvář́ı nenáhodně. Nové stavy molekulové dynamiky jsou
zpravidla přij́ımány automaticky bez daľśıho vyhodnocovaćıho kroku.

Metody, které pracuj́ı s náhodou vycházej́ı stejně jako molekulová dynamika
z aktuálńıho stavu systému. Na rozd́ıl od molekulové dynamiky ale při vytvářeńı
nového stavu př́ılǐs nereflektuj́ı potenciály v systému a nový stav vytvoř́ı náhodně
podle daných pravidel. Potenciál v systému zač́ıná hrát roli až při vyhodnocováńı
nového stavu.

Vyhodnocováńı stavu muśı reflektovat, jestli se celkový potenciál zvýšil, nebo
sńıžil. Na základě toho je přijat, nebo odmı́tnut nový stav.

2.4.1 Návrh stavu pomoćı pivota

V této práci byla pro vytvářeńı nových stav̊u použita metoda otočeńı řetězce
okolo pivota. Jeho konkrétńı implementace je taková, že algoritmus

1. náhodně vybere pivot - jednu z reprezentaćı aminokyselin v řetězci,

2. náhodně vybere směr k C, či N konci řetězce,

3. náhodně vytvoř́ı jednotkový vektor,

4. náhodně vybere úhel v určitém rozmeźı (bylo použit interval [0,0.3]rad,
horńı hranice je definována ve vstupńım souboru programu),

5. vytvoř́ı matici otočeńı pro daný vektor a úhel,

6. souřadnice všech reprezentaćı aminokyselin v celé náhodně vybrané části
řetězce ve směru od pivota transformuje pomoćı matice otočeńı.

Tento algoritmus je poměrně rychlý. Po vytvořeńı matice otočeńı proběhne
už jen 9 násobeńı a 6 součt̊u nejvýše pro každou reprezentaci aminokyseliny v
peptidu, což je složitost O(n) pro n aminokyselin v peptidu.

8Tzv. Hamiltoniánské Monte Carlo, srov. práce Nová 2022 [13] a Nierostek 2021 [12]
9Náročnost ve smyslu ”time cost”.
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Limity návrhu pomoćı pivota

Princip návrhu stavu pomoćı pivot moves byl poměrně použ́ıvaný pro simulace
na mř́ıžce (lattice), ale dnes je daleko hojněji použ́ıvána molekulová dynamika.
Pivot moves jsou totiž poměrně problematické pro simulace deľśıch řetězc̊u 10 a
rozvětvených molekul11.

Matice otočeńı

Matice otočeńı (A) využitá algoritmem Pivot moves má pro vektor n a úhel
α tuto podobu (jde o 3D prostor):

A =

⎛⎝ cosα+ n2
1(1− cosα) n1n2(1− cosα)− n3 sinα n1n3(1− cosα) + n2 sinα

n1n2(1− cosα) + n3 sinα cosα+ n2
2(1− cosα) n2n3(1− cosα)− n1 sinα

n1n3(1− cosα)− n2 sinα n2n3(1− cosα) + n1 sinα cosα+ n2
3(1− cosα)

⎞⎠ (2.11)

Matice byla převzata z Wikipedie, heslo ”Otočeńı”[24].

2.5 Monte Carlo vyhodnoceńı stavu

Princip simulaćı s Monte Carlo byl poprvé popsán Nicholasem Metropolisem
v roce 1953 [8]. Ten použil Monte Carlo př́ıstup pro simulaci systému tuhých
kuliček s nevazebným Lennard-Jonesovým potenciálem a ukázal, že jeho použit́ı je
legitimńı. Použit́ı tohoto typu vyhodnoceńı stavu umožňuje nastavit volněji návrh
stavu s t́ım, že je právě při Monte Carlo kroku nepravděpodobný stav zamı́tnut.
Monte Carlo nav́ıc a priori nevylučuje žádný možný stav systému z prostoru všech
stav̊u, ale pouze s vysokou pravděpodobnost́ı nepřijme nový nepravděpodobný
stav.

Pro Monte Carlo je potřeba přǐradit novému stavu určitou pravděpodobnost.
Po vytvořeńı nového stavu je proto spoč́ıtán potenciál systému. Na základě rozd́ılu
mezi potenciálem starého a nového stavu je spoč́ıtán Boltzmann̊uv faktor, který
dává pravděpodobnost, se kterou má být nový stav přijat.

Je také vygenerováno náhodné č́ıslo v intervalu (0,1). Může doj́ıt ke třem
situaćım:

1. Nový stav má nižš́ı potenciál než starý stav, je rovnou přijat.

2. Nový stav má vyšš́ı potenciál než starý stav,

(a) náhodné č́ıslo je nižš́ı než Boltzmann̊uv faktor, nový stav je přijat nebo

(b) náhodné č́ıslo je vyšš́ı než Boltzmann̊uv faktor, nový stav je odmı́tnut.

10Problematičnost simulováńı deľśıch řetězc̊u se projevila i ve výsledćıch této práce, viz kapi-
tola výsledk̊u a závěr̊u práce, kde navrhuji i možnosti zlepšeńı návrhu stavu pro deľśı řetězce.

11Jako př́ıklad je možné uvést situaci, kdy molekula má v sobě cyklus. Pak výše popsaný
algoritmus v jeho základńı podobě neńı možné v̊ubec použ́ıt.
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2.5.1 Boltzmann̊uv faktor

Pomoćı Boltzmannova faktoru je interpretován rozd́ıl v potenciálu dvou systémů
za dané teploty jako pravděpodobnost [8].

Pro

• teplotu T ,

• potenciál starého stavu Uold,

• potenciál nového stavu Unewa

• Boltzmannova konstantu kB,

vypadá rovnice Boltzmannova faktoru takto12:

fBoltzmann = e(Uold−Unew)/(kB×T ) (2.12)

2.5.2 Simulované ž́ıháńı

Simulované ž́ıháńı (také simulated annealing) je technika použ́ıvaná při si-
mulaćıch, v rámci ńıž se postupně snižuje teplota v systému. Efekt této tech-
niky je, že se zprvu přij́ımaj́ı i stavy, které by byly za běžných okolnost́ı méně
pravděpodobné. Systém má d́ıky tomu větš́ı dynamiku (a nez̊ustane v lokálńım
minimu). Po sńıžeńı teploty už se přij́ımaj́ı pouze stavy, které maj́ı relativně menš́ı
nár̊ust potenciálu oproti předchoźımu stavu. Systém se tak v́ıce stabilizuje.13

V této práci byla technika simulovaného ž́ıháńı implementována tak, že uživatel
dá programu jako parametry teplotu na počátku (Tinit) a teplotu na konci (Tfinal).
Pro i-tý cyklus z celkového počtu n cykl̊u je pak teplota systému T poč́ıtána jako:

T = Tinit +
(Tfinal − Tinit)× i

n
(2.13)

2.6 Simulačńı program

Pro implementaci navržené simulace byl vytvořen vlastńı simulačńı program.
V rámci implementace bylo dbáno na to, aby, kromě správnosti prováděńı všech
krok̊u simulace, byl program i efektivńı a př́ıstupný pro uživatele. V následuj́ıćıch
podkapitolách jsou popsány základńı vlastnosti tohoto programu. Celý program
včetně uživatelské a technické dokumentace je možné naj́ıt na stránkách projektu
na GitHubu.14

12Metropolis 1953 [8].
13Vı́ce je technika popsána např́ıklad v práci Zhang 2020 [25]. Metoda byla použita např́ıklad

i v práci [12].
14Projekt se jmenuje ”PivotMoveSimulation”,
url projektu je ”https://github.com/ForgoRew/PivotMoveSimulation”
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2.6.1 Programovaćı jazyk

Jako programovaćı jazyk byla zvolena Java 17. Jej́ımi přednostmi je

• relativně vysoká rychlost (např́ıklad v porovnáńı s jazykem Python),

• vysoká portabilita (Java je staticky kompilována a spouštěna pomoćı Java
Virtual Machine, která je k dispozici pro operačńı systémy Windows, Linux
i MacOS),

• jej́ı široké rozš́ı̌reńı a znalost i mezi méně zkušenými programátory,

• dobrá čitelnost kódu.

Zvláště posledńı tři vlastnosti Javy byly d̊uležité, aby program mohl být v bu-
doucnu dál využ́ıván a vyv́ıjen.

2.6.2 Datové struktury, tř́ıdy a metody

Vlastńı program tvoř́ı následuj́ıćı tř́ıdy (v abecedńım pořad́ı), v daľśıch pod-
kapitolách se každé budu věnovat podrobně:

1. App

2. Ball

3. DataRange

4. MyWatches

5. MyWriter

6. Physics

7. SimRunVars

8. SimSpace

9. StepVars

App

Z této tř́ıdy je program spouštěn (standardně pomoćı metody main) a obsahuje
metodu pro samotný běh simulace (pivotMovesSimulation), metody pro zápis
informaćı o pr̊uběhu simulace do soubor̊u (countAndNoteAll, notePositions,
noteDistances) a metody pro vyhodnoceńı dat simulace ve finalizačńı fázi simu-
lace (countErrBlockMethod, writeLog).

Ball

Objekty této tř́ıdy reprezentovaly jednotlivé aminokyseliny v řetězci. Obsahuj́ı
atributy, které určuj́ı jejich pozici (coordinates), typ (type a code) a velikost
(size, weight).
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DataRange

Objekty této tř́ıdy jsou využ́ıvány při výpočtu chyby blokovou metodou a
reprezentuj́ı určitý úsek dat.

MyWatches

Objekt této tř́ıdy jednoduchým zp̊usobem spoč́ıtá čas simulace. Zaznamená
čas začátku simulace a jej́ı konec a vypoč́ıtá rozd́ıl mezi nimi (v ms).

MyWriter

Objekt této tř́ıdy zjednodušuje použ́ıváńı BufferedWriteru, který je jedńım
z jeho atribut̊u. Pomoćı metody writeLine přidá řetězec, který dostane jako
argument, do výstupńıho souboru. Metoda writeAll pak do výstupńıho souboru
přidá celý obsah vstupńıho souboru, který dostane (otevřený) jako argument.

Physics

Tato tř́ıda je v podstatě knihovnou fyzikálńıch a matematických funkćı pro
běh programu. Obsahuje

• metody pro výpočet r̊uzných typ̊u potenciál̊u, např.

– Lennard-Jones potenciál (lennardJonesPotential)

– daľśı potenciály vhodné pro vývoj a testováńı simulace,

např. squareWellPotential,

– tř́ıčásticové a čtyřčásticové potenciály

(bendingPotential, dihedralPotential)

• metody pro výpočet śıly (využity při vývoji programu),

• metody pro práci s vektory a celkově vytvářeńı nového stavu systému, např.

– skalárńı součin vektor̊u (dot) a daľśı,

– vytvořeńı a použit́ı matice rotace

(makeMatrixOfRotation, moveBallsByMatrix),

• výpočet Boltzmannova faktoru (boltzmannsFactor), či

• źıskáváńı náhodných hodnot (náhodného vektoru, či úhlu,

getRandomNormalizedVector, getRandomAngle).

SimRunVars

Objekty této tř́ıdy v sobě obsahuj́ı některé atributy pro aktuálně prob́ıhaj́ıćı
simulaci. Je vždy vytvořen jeden objekt této tř́ıdy pro daný běh simulace a ob-
sahuje

• počet přijatých/odmı́tnutých stav̊u (accepted, rejected),
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• č́ıslo aktuálńıho cyklu simulace,

• sumy jednotlivých veličin (např. sumPotential)

• pr̊uměry některých veličin, které jsou poč́ıtány po skončeńı běhu simulace
(např. avgPotential).

Také obsahuje metodu pro výpočet pr̊uměr̊u (makeAvgs) a v́ıce typ̊u konstruk-
tor̊u (kv̊uli testováńı).

SimSpace

Objekt tř́ıdy SimSpace obsahuje všechny vstupńı parametry simulace a vstupńı
a výstupńı soubory. Pomoćı něj jsou metodám předávány parametry simulace.
Obsahuje také aktuálńı stav reprezentaćı aminokyselin (pole balls). Jeho součást́ı
je také metoda pro vytvořeńı tcl skriptu, který slouž́ı ke správnému zobrazeńı
stav̊u systému v programu VMD (”Visual Molecular Dynamics”) [26].

Tř́ıda SimSpace obsahuje metody pro iniciaci simulace. Samotný konstruk-
tor této tř́ıdy přij́ımá název simulace jako řetězec znak̊u a d́ıky němu nahraje
vstupńı soubor, parametry simulace, tabulku s parametry epsilon pro nevazebný
potenciál. Dále vytvoř́ı kódováńı typ̊u aminokyselin a iniciuje vznik pole repre-
zentaćı aminokyselin.

StepVars

Objekty této tř́ıdy obsahuj́ı hodnoty specifické pro jeden krok simulace. Jsou
v něm uložené hodnoty jako

• index pivota (pivotIndex),

• potenciál systému (potential),

• gyračńı poloměr (Rg) a daľśı.

Kromě toho obsahuje ještě nově vytvořený stav systému, který ještě neńı
přijatý (newBalls).

2.6.3 Vstupy a výstupy

Simulačńı program potřebuje následuj́ıćı vstupńı soubory:

• vstupńı soubor ve formátu JSON, ve kterém jsou uvedeny parametry simu-
lace,

• soubor ve formátu FASTA se sekvenćı simulovaného peptidu,

• csv tabulka s parametrem ”epsilon”pro výpočet párového, nevazebného po-
tenciálu a

• csv tabulky s hodnotami s hodnotami pro bending a dihedrálńı potenciál.

Program v pr̊uběhu svého běhu vytvoř́ı následuj́ıćı soubory ve výstupńı složce:
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1. log soubor se stručným souhrnem d̊uležitých informaćı o simulaci a jej́ım
pr̊uběhu. Soubor obsahuje:

• vstupńı parametry,

• pr̊uměry a chyby jednotlivých veličin,

• zprávu o úspěšném provedeńı simulace/errory

2. csv soubor s d̊uležitými č́ıselnými daty pro každý krok. Ten zahrnuje:

• pořad́ı daného kroku simulace,

• boolean, zda byl vygenerovaný stav simulace přijat,

• celkový potenciál v systému,

• nevazebný potenciál,

• bending potenciál,

• dihedrálńı potenciál,

• gyračńı poloměr proteinu,

• vzdálenost konc̊u řetězce,

• náhodnou pravděpodobnost z intervalu (0,1), která byla zvolena při
Monte Carlo kroku simulace,

• vypoč́ıtaný Boltzmann̊uv faktor při vyhodnocováńı nově navrženého
stavu konformace proteinu.

3. soubor s pr̊uměry hodnot některých veličin,

4. xyz soubor se souřadnicemi střed̊u aminokyselin v jednotlivých kroćıch si-
mulace,

5. tcl skript pro danou simulaci, který slouž́ı k nastaveńı parametr̊u vizuali-
zace peptidu v jednotlivých kroćıch v programu VMD.

2.7 Jednotky simulace

Pro fyzikálně relevantńı fungováńı simulace je potřeba vytvořit systém jed-
notek, ve kterém simulace prob́ıhá. Čas, délka, hmotnost a teplota jsou d̊uležité
veličiny pro chod simulace. Základńı SI jednotky těchto veličin ale nejsou pro
potřeby této simulace př́ılǐs vhodné.15 V řádu jednotek totiž popisuj́ı systémy
na úrovni makrosvěta. Kromě těchto základńıch veličin bylo ještě potřeba určit
jednotku energie v simulaci.

15V př́ıpadě simulaćı jednotlivých protein̊u jde o základńı jednotky sekundy (s), metry (m),
kilogramy (kg) a Kelviny (K).

20



2.7.1 Délka

Simulace prob́ıhá na úrovni protein̊u, a tak je potřeba nastavit vzdálenosti
v řádu 10−10m. Běžná vzdálenost mezi Cα atomy dvou aminokyselin spojených
peptidickou vazbou je ale 3.81 × 10−10m. V chemii byla kv̊uli častému využit́ı
tohoto rozměru délky zavedena vlastńı jednotka Ångström, značená jako ”Å”,
pojmenovaná po švédském fyzikovi stejného jména16. Protože 1Å= 10−10m, je
tato jednotka velmi vhodná a široce využ́ıvaná pro simulaci foldingu protein̊u.

2.7.2 Hmotnost

Hmotnost byla zvolena jako jedna AMU (atomic mass unit), značená jako
”u”, protože 1u je definována jako 1/12 hmotnosti uhĺıku C12

6 bud.17 Hmotnost
běžných protein̊u bude tedy v řádu tiśıc̊u ”u”.

2.7.3 Teplota

Jako jednotka teploty byl zvolen Kelvin, základńı jednotka systému SI. Je
dostačuj́ıćı, protože simulace jsou myšlené tak, že prob́ıhaj́ı přibližně okolo poko-
jové teploty,18 nebo mı́rně vyšš́ı/nižš́ı.

2.7.4 Boltzmannova konstanta

Pro daľśı výklad je potřeba zmı́nit Boltzmannovu konstantu. Boltzmannova
konstanta je podle redefinice jednotek SI z roku 2019 [27] jednou ze sedmi defi-
nuj́ıćıch konstant, ze kterých jsou odvozeny základńı jednotky SI. Hodnota Bolt-
zmannovy konstanty je určena jako 1.380649× 10−23JK−1.

2.7.5 Energie

Jako jednotka energie při simulaci byla stanovena kB × 300K, tedy explicitně
zapsáno

kB × 300K = 1.380649× 10−23 × 300J

V těchto jednotkách se běžně pohybuje hodnota potenciálové funkce během si-
mulace v řádu jednotek až deśıtek.

2.7.6 Čas

Délka, hmotnost, teplota a energie jsou ve vzájemném vztahu, proto nebylo
možné čas určit podobně jako v př́ıpadě hmotnosti, délky a teploty, ale bylo třeba

16Celým jménem Jonas Anders Ångström.
171 AMU lze také zapsat jako u = 1.66053906660(50)× 10−27 kg.
1826.85◦C = 300K
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ji stanovit na základě určených jednotek ostatńıch veličin.

[t] = [l]×

√︄
[m]

[E]

= Å×
√︃

u

kB× 300K

= 10−10m×
√︃

1.66053906660(50)× 10−27 kg

1.380649× 10−23 × 300J

≈ 1.094× 10−12s (2.14)

Jednotky času ale nejsou během simulace, která byla obsahem této práce,
relevantńı, protože stavy jsou diskrétńı a jednotlivé stavy nemaj́ı určený žádný
čas.

Veličina Jednotka Vzorec

délka Ångström [l] = 1Å = 10−10m
hmotnost AMU [m] = 1u = 1.66053906660(50)× 10−27 kg
teplota Kelvin K
energie kB, K [E] = kB × 300K = 1.380649× 10−23 × 300J

čas vlastńı [t] = [l]×
√︂

[m]
[E]

= Å×
√︁

u
kB×300K

≈ 1.094× 10−12s

Tabulka 2.1: Shrnut́ı volby simulačńıch jednotek.
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2.8 Vyhodnoceńı simulace

Začátek simulace (ekvilibrace) nebyl při vyhodnoceńı simulace použit. Byla
použita data až po určitém počtu krok̊u. Pro popis výsledk̊u simulace byly použity
následuj́ıćı hodnoty:

• pr̊uměr veličin měřených během simulace,

• chyby veličin, které byly poč́ıtány blokovou metodou a

• RMSD (root mean square deviation).

2.8.1 Pr̊uměry

Pr̊uměrné hodnoty veličin byly vypoč́ıtány běžným vzorcem pro aritmetický
pr̊uměr přes všechny hodnoty. Do pr̊uměr̊u nebyly započ́ıtány hodnoty v cyklech
definovaných uživatelem jako určené k přeskočeńı.

Pr̊uměr byl vypoč́ıtán pro následuj́ıćı veličiny:

• celkový potenciál,

• gyračńı poloměr,

• vzdálenost konc̊u řetězce,

2.8.2 Chyby

K výpočtu chyb byla použita bloková metoda, jak je popsána zde [28], protože
je potřeba zohlednit možné autokorelace v simulaci. Bloková metoda funguje tak,
že se

1. data rozděĺı na 16 blok̊u,

2. v rámci těchto blok̊u se spoč́ıtaj́ı pr̊uměry, označme je a1,a2,...,a16 a

3. spoč́ıtá se pr̊uměr z těchto partikulárńıch pr̊uměr̊u, aall.

Poté se chyba e spoč́ıtá následovně:

e =

⌜⃓⃓⎷ 16∑︂
i=1

(aall − ai)2

2.8.3 RMSD

Root Mean Square Deviation (RMSD) se použ́ıvá pro hodnoceńı prostorové
podobnosti dvou proteinových struktur. Na základě této hodnoty se usuzuje, jak
byla simulace struktury proteinu kvalitńı. RMSD použ́ıvá pro hodnoceńı výsledk̊u
simulaćı i soutěž CASP1419.

Pro

19Srov. výsledky soutěže CASP14 [14].
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• struktury protein̊u v, w

• s atomy v0 až vn−1 a w0 až wn−1,

• počet atomů ve strukturách n (v a w muśı mı́t stejný počet atomů)

se RMSD poč́ıtá takto:

RMSD(v,w) =

⌜⃓⃓⎷ 1

n

n−1∑︂
i=0

||vi − wi|| (2.15)

V rámci této práce byl pro výpočet RMSD použit program VMD [26].
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Kapitola 3

Výsledky a diskuze

V této kapitole jsou popsány výsledky práce, program a jeho testováńı na
reálných proteinech.

3.1 Simulačńı program

Simulačńı program funguje na základě princip̊u popsaných v předchoźıch ka-
pitolách. Je volně dostupný na GitHubu [29],1 kde je umı́stěna i jeho uživatelská
dokumentace (česky)2 a programátorská dokumentace (anglicky). Program je do-
stupný ve dvou variantách (se stejnou funkčnost́ı). Prvńı je zdrojový kód jazyka
Java, spravovaný jako Maven projekt. Druhou možnost́ı je tzv. jar baĺıček,3 což
je i doporučený zp̊usob použit́ı v uživatelské dokumentaci pro jeho jednoduchost.

3.2 Testováńı simulačńıho programu

Pro ověřeńı funkčnosti programu bylo provedeno testováńı na reálných pro-
teinech.

3.2.1 Výběr protein̊u pro simulace

Proteiny byly vybrány náhodně z datasetu, který použila Markéta Pavĺıková
ve své ještě nepublikované práci pro stanoveńı hodnot úhlových a nevazebných
potenciál̊u pomoćı Boltzmannovy inverze. Konkrétně šlo o proteiny uvedené v
tabulce 3.1.

Proteiny byly vybrané tak, aby konformace byla co nejv́ıce ovlivněna neva-
zebnými interakcemi v rámci struktury proteinu a aby proteiny byly simulovatelné
s využit́ım návrhu stavu pomoćı pivota. Proto nebyly zahrnuty glykoproteiny, li-
poproteiny, metaloproteiny, proteiny s S-S můstky, dlouhé řetězce (v́ıce než 300
aminokyselin) a proteiny s v́ıce než jedńım peptidickým vláknem.

Fasta sekvence byly źıskány z databáze PDBe4 Sekvence jednotlivých protein̊u
uvád́ım v př́ılohách.

1Odkaz na stránky projektu na GitHubu zde: https://github.com/ForgoRew/PivotMoveSimulation.
2Jde o soubor ”README.md”.
3Java Archive, pro v́ıce informaćı viz oficiálńı specifikaci archivu jar [30].
4Protein Databank in Europe.
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ID počet AK v řetězci RMSD [Å]
1dyw 173 18.89
1l23 164 23.62
2m1t 22 7.97
2msj 66 11.02
2nbr 173 55.25
2ruo 16 6.87
2yty 88 13.29
3lj8 143 23.48
4mq3 129 25.39
5ttt 111 23.52
5wrx 13 3.91
6iws 73 13.39

Tabulka 3.1: Přehled simulovaných protein̊u - ID proteinu, délka řetězce (počet
aminokyselin v řetězci) a RMSD.

3.2.2 Parametry zadané simulace

Pro n aminokyselin ve fasta sekvenci daného proteinu bylo provedeno n ×
200000 cykl̊u simulace. Polovina z těchto cykl̊u byla přeskočena jako ekvilibračńı
čas. Funkćı nevazebného potenciálu byla Lennard-Jonesova funkce s párově spe-
cifickými hodnotami epsilon pro dané dvojice aminokyselin. Velikost reprezentace
aminokyseliny (hodnota σ u LJ potenciálu) byla zvolena na 5Å. Pro úhlové ben-
ding a dihedrálńı potenciály byly zvoleny empirické potenciálové funkce. Nasta-
veńı potenciálových funkćı se nelǐsilo od základńıho nastaveńı simulace popsaného
v kapitole Metodika.

Kromě tohoto základńıho nastaveńı byla ještě použita možnost simulovaného
ž́ıháńı. Počátečńı teplota byla nastavena na 500K a v pr̊uběhu simulace klesala
lineárně až ke konečným 300K. Simulace prob́ıhala na dvě fáze, kdy pokaždé
bylo simulované ž́ıháńı provedené znovu. Prvńı polovina cykl̊u byla přeskočena a
započ́ıtána až druhá polovina.

Data byla zapisována jednou za každých 100 cykl̊u. Jako maximálńı úhel
otočeńı bylo zvoleno 0.5rad, což je poměrně vysoká hodnota. Této vysoké hodnotě
odpov́ıdá poměrně ńızký pod́ıl přijatých nových stav̊u u deľśıch řetězc̊u.5 T́ım, že
mohlo doj́ıt k tak velkým změnám v jednom kroce, se mohly častěji vytvářet ne-
pravděpodobné konfigurace. Těmi mohlo být např́ıklad např́ıklad protnut́ı repre-
zentaćı aminokyselin, nebo nepravděpodobný bending, či dihedrálńı úhel. Proto
by bylo vhodné, aby byl při daľśım použit́ı programu zvolen maximálńı úhel
otočeńı menš́ı.

5Pro proteiny o délce řetězce alespoň 111 aminokyselin byl pr̊uměrný pod́ıl přijatých stav̊u
ku všem ≈ 0,024. Oproti tomu u kratš́ıch peptid̊u byla tato hodnota ≈ 0.114, tedy výrazně
vyšš́ı.

26



Např́ıklad pro protein 1DYW vypadal vstupńı soubor takto:

1dyw.json:

{

"TypeOfSimulation": "Pivot-ChainMoves",

"TypeOfPotential": "Lennard-Jones",

"SimulationMatrixFileName": "AZ-Tanaka.csv",

"FASTAFileName": "1dyw.fasta",

"BallDiameter": 5,

"NumberOfCycles": 24800000,

"NumberOfSkippedCycles": 17400000,

"Temperature-Init": 500,

"Temperature-Final": 300,

"BendingPotentialTableName": "bendingPotential.csv",

"DihedralPotentialTableName": "dihedralPotential.csv",

"RotationRange": 0.5,

"LengthOfBond": 3.81,

"XYZFreq": 100,

"DATAFreq": 100,

"RenderTCL": false

}

3.2.3 Výsledky simulaćı

Ukázky simulovaných protein̊u

Z ukázky struktur simulovaných protein̊u na obrázku 3.1 je vidět, že simulace
deľśıch řetězc̊u (111 aminokyselin a deľśı) nevyšly ideálně. U některých struktur
je zřejmá dlouhá smyčka vyb́ıhaj́ıćı z jádra složeného proteinu. Konkrétně se
jedná o 1dyw, 1l23, 2nbr, 3lj8, 4mq3 a 5ttt. Naopak zbývaj́ıćı kratš́ı proteiny (88
aminokyselin a méně) byly zřejmě simulované očekávaně, protože došlo k jejich
sbaleńı.

Diskuze: proč nebyly deľśı řetězce dobře sbalené?

U deľśıch řetězc̊u (alespoň 111 aminokyselin v řetězci) z̊ustala prostředńı část
řetězce nesbalená a vyčńıvala ze sbalené části proteinu ve formě jakési smyčky.
Domńıvám se, že to je zp̊usobeno metodou návrhu stav̊u, tedy otočeńı řetězce
okolo osy náhodného směru, procházej́ıćı náhodným pivotem o náhodný úhel.
Tento návrh stavu totiž umožňuje např́ıklad změnu úhlu mezi třemi po sobě
jdoućımi reprezentacemi aminokyselin pouze, když je prostředńı z nich vybrána
jako pivot.

Pro představu uvedu př́ıklad návrhu nového stavu u proteinu 1L23. Jedi-
nou možnost́ı, jak ovlivnit úhly ve smyčce, která ze struktury vyčńıvá, je vybrat
jako pivota aminokyselinu z této smyčky. To je také jediná možnost, jak přidat
tuto smyčku ke struktuře protein̊u. Téměř jakýkoliv nově navržený stav pak ale
nebude přijat. I malý vybraný úhel totiž udělá relativně velkou změnu pozic
u vzdáleněǰśıch aminokyselin. V kompaktńı sbalené části struktury pak dojde
snadno ke změnám, které nejsou téměř přijatelné.

Tento závěr je v souladu s t́ım, že deľśı proteiny měly řádově nižš́ı poměr
přijet́ı nových stav̊u oproti kratš́ım protein̊um (2,4% oproti 11,4%). V závěrech
navrhuji vylepšeńı programu, které by tomuto jevu mohlo zabránit.
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1DYW 1L23 2M1T

2MSJ 2NBR 2RUO

2YTY 3LJ8 4MQ3

5TTT 5WEX 6IWS

Obrázek 3.1: Ukázky struktur protein̊u po skončeńı simulace. Barevný kód jed-
notlivých aminokyselin viz obrázek 3.3

28



0.0 0.5 1.0 1.5
Cyklus 1e7

−4000

−2000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

1DYW

součet potenciálů
neva ebný potenciál
bending potenciál
dihedrální potenciál

0.0 0.5 1.0 1.5
Cyklus 1e7

−4000

−2000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

1L23

0 1 2
Cyklus 1e6

−600

−400

−200

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

2M1T

0 2 4 6
Cyklus 1e6

−2000

−1000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

2MSJ

0 2 4 6
Cyklus 1e6

−ů000

−2000

−1000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

2NBR

0.0 0.5 1.0 1.5
Cyklus 1e6

−400

−200

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

2RUO

0.0 2.5 5.0 7.5
Cyklus 1e6

−2000

−1000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

2YTY

0.0 0.5 1.0 1.5
Cyklus 1e7

−ů000

−2000

−1000
Po

te
nc
iá
l [
k B
T]

3LJ8

0.0 0.5 1.0
Cyklus 1e7

−ů000

−2000

−1000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

4MQ3

0.0 0.5 1.0
Cyklus 1e7

−2000

−1000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

5TTT

0.0 0.5 1.0
Cyklus 1e6

−ů00

−200

−100

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

5WRX

0.0 2.5 5.0 7.5
Cyklus 1e6

−2000

−1000

Po
te
nc
iá
l [
k B
T]

6IWS

Obrázek 3.2: Pr̊uběhy potenciál̊u simulovaných protein̊u. Použita pouze data z
produktivńıho části běhu simulace. Legenda u prvńıho grafu plat́ı pro všechny.
Potenciál se měńı v d̊usledku změny teploty.

Obrázek 3.3: Barevný kód použitý v ukázkách simulovaných struktur.

29



Hodnoty potenciál̊u

Grafy vývoje potenciálových funkćı během simulace jsou vidět na obrázku
3.2. U části z nich je vidět mı́rný vzr̊ust potenciálu. To je možné interpretovat
jako mı́rné rozvolněńı struktury, která z prvńıho cyklu simulace již byla zchlazena
na 300K. V druhém cyklu se opět zvedla na počátečńıch 500K a opět lineárně
klesala ke konečným 300K. Na grafech je také vidět postupné snižováńı rozd́ılu
mezi minimy a maximy ṕık̊u v potenciálech.

Také je možné si všimnout, že potenciál vyšel u většiny simulaćı záporně. To
je očekávaný výsledek vzhledem k tomu, že hodnoty jednotlivých potenciálových
funkćı jsou také záporné až na nevazebný, Lennard-Jones̊uv potenciál, který může
vyj́ıt kladný, pokud se prot́ınaj́ı jednotlivé reprezentace aminokyselin. Záporný
potenciál tedy ukazuje to, že k této nežádoućı situaci nedocházelo.

Potenciál hrál v této simulaci roli jen při vyhodnocováńı nově navrženého
stavu během Monte Carlo kroku, kde ale byl d̊ulěžitý rozd́ıl mezi potenciálem
předchoźıho a nově navrženého stavu. Protože jsou potenciálové funkce stejné pro
oba stavy, nemá př́ıpadná k potenciálové funkci přičtená konstanta žádný vliv.
Proto neńı jinak relevantńı, zda je potenciál v systému kladný nebo záporný.

Podobnost simulovaných struktur s reálnými

Je možné si všimnout, že kratš́ı proteiny jsou dobře sbalené, stejně jako ty
reálné. To ukazuje i RMSD, které dosahuje u kratš́ıch protein̊u (88 aminokyselin
a méně) pr̊uměrné hodnoty 9,04Å.
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Kapitola 4

Závěry

V této práci byl navržen a implementován model simulace protein̊u se zhru-
beńım na aminokyseliny reprezentované jejich středem (Cα atomy) a poloměrem
(při testováńı byla zvolena hodnota poloměru pro všechny aminokyseliny na 5Å).
Vzniklý simulačńı program využ́ıvá metodu návrhu stav̊u pomoćı otočeńı části
řetězce kolem pivota a vyhodnoceńı stavu metodou Monte Carlo. Program také
implementuje některé nástroje pro vyhodnoceńı simulace (výpočet pr̊uměru ze si-
mulovaných veličin a výpočet chyby blokovou metodou). Architektura programu
je vytvořena tak, aby umožňovala snadné změny v implementaci potenciálové
funkce.

Testováńı a limity programu

Program byl testován na 12 proteinech a byl zjǐstěn rozd́ıl v kvalitě simu-
laćı pro krátké (méně než 88 aminokyselin) a dlouhé (111 aminokyselin a v́ıce)
řetězce protein̊u. Zat́ımco při simulaćıch krátkých řetězc̊u se struktury sbalily
podle očekáváńı, u dlouhých protein̊u se nesbalila prostředńı část řetězce a vy-
tvořila vyčńıvaj́ıćı smyčku. Tomu by se dalo zabránit rozš́ı̌reńım možnost́ı návrhu
stav̊u. Vývoj potenciálu v systému neukázal nic nečekaného. V pr̊uběhu simu-
lace má potenciál sṕı̌se klesaj́ıćı trend, který byl zp̊usobený použit́ım metody
simulovaného ž́ıháńı.

Možnosti vývoje algoritmu a programu

Na závěr ukazuji daľśı možnosti vývoje programu. Kromě pohybu řetězce okolo
pivota je pro simulaci dlouhých řetězc̊u nutné implementovat daľśı typ návrhu
stavu, který bude fungovat lokálně. Dále navrhuji drobná vylepšeńı a změnu verze
programovaćıho jazyka na Java 8.

Přidáńı daľśı metody návrhu nového stavu

Pro využit́ı programu pro dlouhé řetězce je nutné rozš́ı̌rit metodu návrhu
stavu. Konkrétně je potřeba přidat možnost pohybu malého segmentu vlákna,
např́ıklad ”švihadlový”pohyb. Ten by fungoval tak, že budou vybrány dva náhodné
pivoty z reprezentaćı aminokyselin a celá podmnožina reprezentaćı aminokyselin
mezi nimi bude otočena o náhodný úhel kolem osy dané vybranými dvěma pivoty.
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T́ım by se umožnil pohyb i v rámci smyčky, která vyčńıvala ze sbalené struktury
u deľśıch řetězc̊u.

Vhodné by bylo udělat pravděpodobněǰśım ”švihadlový”pohyb pro méně vzdálené
pivoty. Tak by se umožnil pohyb řetězce lokálně, oproti globálńımu pohybu v
rámci celé struktury, který má menš́ı šanci na přijet́ı (snadno dojde např́ıklad
k překryvu dvou aminokyselin). Zvýšila by se t́ım dynamika systému během si-
mulace. Zároveň by se nenarušil princip návrh̊u stavu, který neměńı vzdálenosti
mezi aminokyselinami.

Protože bude program použ́ıván dál v rámci širš́ıho projektu výzkumného
týmu, bylo by vhodné implementovat do něj ještě daľśı vylepšeńı.

Možnosti vylepšeńı potenciálových funkćı

Rozlǐsováńı mezi jednotlivými typy aminokyselin je v programu zajǐstěno po-
moćı tabulky hodnot epsilon využ́ıvaných při výpočtu nevazebného, Lennard-
Jonesova potenciálu. Pro vylepšeńı tohoto rozlǐsováńı by bylo možné přidat hod-
noty poloměr̊u jednotlivých aminokyselin specificky pro daný typ aminokyseliny.

Jinou možnost́ı vylepšeńı funkce nevazebného potenciálu, může být změna
Lennard-Jonesova potenciálu na potenciál źıskaný pomoćı Boltzmannovy inverze
z reálných struktur. Podobně už byla tato změna implementována u bending a
dihedrálńıho potenciálu. T́ımto by změnilo chováńı peptidu z hlediska vzdálenosti
jednotlivých aminokyselin. Ukázalo se totiž, že (realističtěǰśı) funkce vytvořená
pomoćı Boltzmannovy inverze má dvě minima (lokálńı minima pro dvě vzdálenosti),
nikoli jedno minimum jako Lennard-Jones̊uv potenciál [19]. Daľśı možná alterna-
tiva, Mie̊uv potenciál, již byla zmı́něna v kapitole Metody.

Ideálńı by bylo zkombinovat př́ıstupy zmı́něné v předchoźıch odstavćıch, tedy
vytvořit potenciálové funkce pomoćı Boltzmanovy inverze, které ale budou spe-
cifické pro jednotlivé kombinace typ̊u aminokyselin. To by bylo možné udělat i
pro úhlové potenciály. Výhledově se tato možnost v projektu celého výzkumného
týmu zvažuje. Architektura programu tuto možnost umožňuje, stačilo by pozměnit
již existuj́ıćı funkce a přidat nač́ıtáńı daľśıch vstupńıch soubor̊u, tentokrát se spe-
cifickými potenciály. Seznamy/matice pro nové potenciály je možné dát jako atri-
but objektu tř́ıdy SimSpace a použ́ıt je při vyhodnocováńı potenciálové funkce v
metodě pivotMoves tř́ıdy App.

Přidáńı těchto možnost́ı by do budoucna mohlo umožnit i vznik sekundárńıch
struktur během simulace.

Zmenšeńı rozsahu úhlu otočeńı

Drobnost́ı, která by ale mohla pomoci zvýšit pod́ıl přijatých stav̊u, by bylo
zmenšit maximálńı úhel otočeńı řetězce během návrhu nového stavu. Testovaných
0.5rad pohnulo s řetězcem často natolik, že u nové konformace došlo např́ıklad k
protnut́ı reprezentaćı aminokyselin, což je stav, který téměř neńı možné přijmout.
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Změna verze na Javu 8

Z hlediska implementace simulačńıho programu by bylo vhodněǰśı program
vytvořit v platformě Java verze 8. Zvolená Java 17 sice umožňuje nav́ıc některé
funkcionality, které Java 8 nemá. Bohužel ale Java 17 neńı podporovaná Metacen-
trem, které je v českém akademickém prostřed́ı využ́ıváno pro gridové výpočty.1

Výpočty na gridu by umožnily rychleǰśı simulace větš́ıho množstv́ı struktur. Proto
by bylo vhodné program převést i do Javy 8.

1Vı́ce viz stránky Metacentra, www.metacentrum.cz.
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[20] S Tanaka and HA Scheraga. Medium- and long-range interaction parameters
between amino acids for predicting three-dimensional structures of proteins.
Macromolecules, 9(6):945–950, 1976.
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Seznam obrázk̊u

2.1 Zde jsou zobrazeny schematicky aplikačńı rozsahy pro r̊uzná rozlǐseńı:
kvantové, celoatomárńı, zhrubené a ”mesoscale”rozlǐseńı. Na obrázku
jsou vidět přibližné rozsahy časových a prostorových jednotek použ́ıvaných
na dané úrovni zjednodušeńı. Obrázek pocháźı z práce Kmiecik
2016 [16]. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

2.2 Na obrázku vid́ıme v́ıce typ̊u zjednodušeńı. (A) je zjednodušeńı
na Cα atomy, (B) Cβ, (C) Cα + Cβ, (D) backbone, tedy peptid
bez postranńıch řetězc̊u, (E) backbone + Cβ, (F) pouze postranńı
řetězce, (G) všechny atomy, (H) model ”MARTINI”, který má re-
prezentace jak backbone tak postranńıch řetězc̊u, tento model je
v́ıce popsán v práci Marrink 2007 [18], (I) zjednodušená reprezen-
tace celé struktury, použ́ıvaná pro zd̊urazněńı sekundárńıch struk-
tur protein̊u. Obrázek převzatý z práce Postic 2021 [17]. . . . . . 8

2.3 Pr̊uběh funkce Lennard-Jonesova potenciálu pro zadané parametry. 9
2.4 Funkce bending potenciálu vytvořená pomoćı Boltzmannovy in-

verze Markétou Pavĺıkovou v rámci jej́ı bakalářské práce [19]. Tato
potenciálová funkce byla použita k testováńı simulačńıho programu.
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3.1 Přehled simulovaných protein̊u - ID proteinu, délka řetězce (počet
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Př́ıloha A

Fasta sekvence zkoumaných
protein̊u

>pdb|1dyw|A

MSRSKVFFDITIGGKASGRIVMELYDDVVPKTAGNFRALCTGENGIGKSGKPLHFKGSKFHRIIPNFMI

QGGDFTRGNGTGGESIYGEKFPDENFKEKHTGPGVLSMANAGPNTNGSQFFLCTVKTEWLDGKHVVFGR

VVEGLDVVKAVESNGSQSGKPVKDCMIADCGQLKA

>pdb|1l23|A

MNIFEMLRIDEGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKAIGRNCNGVITKDEAEKLFNQ

DVDAAVRAILRNAKLKPVYDSLDAVRRCALINMVFQMGETGVAGFTNSLRMLQQKRWDEAAVNLAKSRW

YNQTPNRAKRVITTFRTGTWDAYKNL

>pdb|2m1t|A

DTLLGRILPQLVCRLVLRCSID

>pdb|2msj|A

ANQASVVANQLIPINTALTLVMMRSEVVTPVGIPAEDIPRLVSMQVSRAVPLGTTLMPDMVKGYAA

>pdb|2nbr|A

GKITFYEDRAFQGRSYETTTDCPNLQPYFSRCNSIRVESGCWMLYERPNYQGQQYLLRRGEYPDYQQWM

GLSDSIRSCCLIPQTVSHRLRLYEREDHKGLMMELSEDCPSIQDRFHLSEIRSLHVLEGCWVLYELPNY

RGRQYLLRPQEYRRCQDWGAMDAKAGSLRRVVDLY

>pdb|2ruo|A

GAALQIPFAMQMAYRF

>pdb|2yty|A

GSSGSSGRLLGRNSNSKRLLGYVATLKDNFGFIETANHDKEIFFHYSEFSGDVDSLELGDMVEYSLSKG

KGNKVSAEKVNKTSGPSSG

>pdb|3lj8|A

SFPVQILPNLYLGSARDSANLESLAKLGIRYILNVTPNLPNFFEKNGDFHYKQIPISDHWSQNLSRFFP

EAIEFIDEALSQNCGVLVHCLAGVSRSVTVTVAYLMQKLHLSLNDAYDLVKRKKSNISPNFNFMGQLLD

FERSLRLE

>pdb|4mq3|A

GSHMGIWQMDCTHFDGKIILVGIHVESGYIWAQIISQETADCTVKAVLQLLSAHNVTELQTDNGPNFKN

QKMEGVLNYMGVKHKFGIPGNPQSQALVENVNHTLKVWIQKFLPETTSLDNALSLAVHSLNKK

>pdb|5ttt|A

MSWMQNLKNYQHLRDPSEYMSQVYGDPLAYLQETTKFVTEREYYEDFGYGECFNSTESEVQCELITGEF

DPKLLPYDKRLAWHFKEFCYKTSAHGIPMIGEAPLEHHHHHH

>pdb|5wrx|A

VARGWGRKCPLFG

>pdb|6iws|A

HMLAKEDYYQILGVPRNASQKEIKKAYYQLAKKYHPDTNKDDPKAKEKFSQLAEAYEVLSDEVKRKQYD

AYGS
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