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Abstrakt:

Hlavni ¢asti této bakalarské prace je funkéni program pro simulace zhrubenych
modelt proteint, vhodny pro testovani funkeci potencialu. Program vyuziva navrh
stavu pomoci pivota a vyhodnoceni novych stavii metodou Monte Carlo. Program
také umoznuje vyuzit metodu simulovaného zihani s linearnim poklesem teploty
a ma zabudované zékladni nastroje pro vyhodnoceni simulaci (po¢itani prumeéru
a chyb blokovou metodou). Program byl otestovan simulaci nékolika redlnych
proteintu. Pro kratsi proteiny (88 a méné aminokyselin) program fungoval podle
ocekavani, delsi proteiny (111 a vice aminokyselin) poukézaly na limity pistupu
navrhu stavu pomoci pivota. Pro dalsi vyvoj bylo navrzeno rozsiteni moznosti
navrhu nového stavu pro vylepseni simulaci dlouhych fetézcu.
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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-
nique with the linear temperature decrease. Mean estimation and error estimation
using the Block Method are implemented for evaluation of the simulations. The
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sults for shorter chains (88 and less aminoacids), but simulations of longer chains
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Kapitola 1
Uvod

Proteiny jsou pro zivot jedny z nejpodstatnéjsich biopolymeru s velmi Sirokym
spektrem funkci. Zakladni soucasti kazdého proteinu je polypeptidové vlakno
slozené z 20 (22) typu aminokyselin. Struktura proteinu ma nékolik urovni. Z
primarni struktury (tedy sekvence aminokyselin) jesté neni mozné snadno uréit
funkci daného proteinu i presto, ze mame dobrou znalost fyzikalné chemickych
vlastnosti jednotlivych aminokyselin.

Funkce proteinu je urcena predevsim sekundarni, tercialni a kvartérni struktu-
rou proteinu. V soucasné dobé jesté neni znamé tiplné feseni pro to, jak odhadnout
sekundarni a terciarni strukturu proteinu pouze na zakladé jejich primarni struk-
tury.F_-] Prostorova struktura proteinu je proto standardné zkouméana pomoci me-
tod, zalozenych na pozorovani a experimentu (nejcastéji krystalografie) a zdroven
s tim jsou vyvijeny stéle presnéjsi metody simulace, které se snazi zjistit strukturu
proteinu bez nutnosti experiment provadét.

Pocitacové simulace se nepouzivaji pouze na zjistovani prostorové struktury
proteinu. Napiiklad price Beyer 2022 [2] vyuziva simulace pro studium pohybu
v hydrogelech v zavislosti na pH roztoku a koncentraci rozpusténych soli.

Co se tyka proteinu, simula¢ni programy pro odhad prostorové struktury pro-
teinu se opiraji o tzv. Anfinsenovo dogma [3], tedy presvédceni, ze prostorovou
strukturu proteint je mozné urcit pouze ze znalosti jejich primérni struktury.
Tato myslenka je v soucasnosti nékdy kritizovana. Naptiklad sulfidické vazby v
ramci proteinu vznikaji jesté pred dokoncenim sekundarni a terciarni struktury
proteinii’] To znamen4, 7e tyto vazby jsou dilezité uz pti formovana sekundarni a
terciarni struktury. Nemaji tak pouze stabiliza¢ni funkci, jak diive predpokladalo.

Pro lepsi vysvétleni obsahu této prace je vhodné ukéazat zakladni principy v
casto vyuzivanych metod.

1.1 Homology based a de novo pristupy

Pro zjistovani sekundérni a tercidrni struktury proteinti z jeho sekvence se
pouzivaji dva zakladni pristupy.

Prvnim je tzv. "homology based piistup”. V rdmci néj se prostorové usporadani
neznamého proteinu odhaduje na zakladé podobnosti s primarnimi strukturami

IToto téma je diskutovéno napiiklad v review Dill 2008 [1].
2Gambardella 2022 [4].



znamych proteinif

Druhym zakladnim ptistupem je tzv. de novo. Ten vyuziva znalost priméarni
struktury proteinu (sekvence aminokyselin) a na zékladé toho se snazi ziskat jeho
prostorovou strukturu. Hlavni myslenkou de novo pristupu je efektivné prohle-
dat prostor vsech konformaci proteinu a ziskat z néj tu nejpravdépodobné;jsi.
Vzhledem k obrovskému mnozstvi moznych konformaci je de novo pristup zpra-
vidla implementovan tak, ze do ur¢ité miry napodobuje proces skladéni proteinu
v realnych systémech. Proto jsou vyvijeny fyzikalni modely, které napodobuji
chovéani skutec¢nych proteinu, vcetné energetickych poli, sil a vazeb.

Déle jsou popsany konkrétni metody simulace v ramci de novo pristupu.

1.2 Neékteré metody v ramci de novo pristupu

1.2.1 Molekulova dynamika

Jedna z nejznaméjsich metod na prozkoumavani konformaéniho prostoru je
molekulova dynamika. Simulace pomoci molekulové dynamiky se snazi co nejpresnéji
napodobit pohyby ¢astic redlnych systému. V kazdém kroku jsou aktualizovany
pozice jednotlivych éastic na zdkladé silovych poli v systémuf Pifkladem pro-
gramu vyuzivajictho molekulovou dynamiku je ESPResSo [7]. ESPResSo umoziuje
mimo jiné definovat vlastni systém jednotek, pracovat s ruznymi typy zhrubenych
modelti. Je volné pristupné a spravované Institutem pro vypocetni fyziku Univer-
zity ve Stuttgardu pod licenci GNU General Public Licence (GPL).

1.2.2 Monte Carlo

Dalsi sirokou skupinou metod jsou Monte Carlo simulace, tedy modely pra-
cujici s urcitou mirou nadhody. Do této kategorie patii i tato prace. Od sebe se
jednotlivé Monte Carlo metody lisi ve zpusobu reprezentace proteinu a ve zpusobu
navrhu novych stavu simulace. V této préci byla pro navrh nového stavu pouzita
metoda ndhodného pootoceni fetézce okolo pivotu.

Vyhodou principu Monte Carlo je, ze diky pfijimani novych stavi s urcitou
mirou ndhody nemusi metoda navrhu nového stavu nutné napodobovat pohyby
molekul v redlném systému. Nevhodné, a tedy nepravdépodobné stavy (napf.
pokud se dvé ¢astice prekryvaji) jsou totiz v dobfe nastavené simulaci odstranény
béhem Monte Carlo vyhodnoceni.

Vyuzivat Monte Carlo k molekulovym simulacim navrhl N. Metropolis v roce
1953 [8]. Jeho princip déle popisuje Frenkel a Smit 2002 [9]. Soucasnymi piiklady
vyuziti piistupu Monte Carlo jsou napiiklad prace Wilson 2022 [I0] a Neamtu
2023 [11]. Konkrétné v piipadé Neamtu 2023 byla studovana vazebnd afinita mo-
noklonalnich protilatek k vazebné doméné spike proteinu SARS-Cov-2 s vyuzitim
zhrubenych modelu proteinu a Monte Carlo ptistupu.

3Napifklad prdce Zhang 2005 [5] v tvodu uvadi zdkladni principy “homology
based” modelovani prostorové struktury proteinu.
4Podrobnosti o molekulové dynamice napf. zde: [6].



1.2.3 Hamiltonianské Monte Carlo

Ptistup Monte Carlo a molekulova dynamika se protinaji v Hamiltonidnském
Monte Carlu. V ramci této metody je na zdkladé molekulové dynamiky vytvoren
novy stav systému, ktery je nasledné vyhodnocen pomoci Monte Carlo ptistupu.
V nedavné dobé bylo v ¢eském prostredi publikovano nékolik praci zalozenych na
této metodé (Nierostek 2021 [12], Nova 2022 [13]).

1.3 Pristup Alpha Foldu a jeho vyznam

Pro dalsi vysvétleni vyznamu této prace strucné popisu pristup AlphaFoldu a
také to, proc je i pres jeho nedavné uspéchy stale potfebna prace pro vylepsovani
de novo pristup.

Programy AlphaFold a predevsim AlphaFold 2 od spole¢nosti Deep Mind
dosahly v oblasti odhadovani konformace neznamych proteinu velmi dobrych
vysledku. V soutézi CASP (13, 14) ziskaly prvni mista a konkrétné AlphaFold 2
v CASP 14 odhadl v drtivé vétsiné pifpadi struktury proteini s RMSDfY| mensi
nez 2A.[14] To je bezkonkurenéni vysledek, nicméné AlphaFold neodhaluje cely
proces foldingu proteinu do 3D struktury, protoze ji odhaduje piimo [15].

Na rozdil od AlphaFoldu metody de novo zkoumaji piimo proces foldingu.
Je u nich totiz kladen duraz na fyzikalni pozadi procesu skladani proteinu. Pod-
statnym aspektem de novo metod je spravné nastaveni potencidlovych funkei.
Cilem této prace bylo vytvorit program pro testovani potencialovych funkei.

1.4 Cile prace

Cilem této préce je prispét k vyzkumu proteinu vytvorenim simulac¢niho pro-
gramu pro vyzkum potencidlovych funkei. Program bude vyuzivat zjednoduseni
peptidového vlakna na aminokyseliny reprezentované jako koule se stredem v C,,
uhlicich (coarse-grained) a konstantnim polomérem. Jako navrh stavu je vyuzito
nahodné otoceni ¢éasti fetézce okolo pivota a Monte Carlo vyhodnoceni ndvrhu
stavu. Program dale vyuzije Lennard-Jonesuv potencial jako funkci pro neva-
zebny potencidl a empiricky zjisténé funkce pro thlové (bending a dihedralni) po-
tencidly. Jedna z hlavnich motivaci pro vytvoreni tohoto programu je umoznit tes-
tovani ruznych potencidlovych funkci. Program mé byt také snadno uzivatelsky
pristupny pro ¢lovéka zvyklého pracovat s pitkazovou fadkou a dostatecné jedno-
duchy, aby bylo mozné jej dale vylepsovat a snadno upravovat i pro dalsi ucely.

5”Root Mean Square Deviation”, viz [vlastni kapitolu

5



Kapitola 2
Metodika

Program vyuziva Monte Carlo simulace s navrhem stavu pomoci pivota. Jako
model bylo zvoleno zhrubeni na droven jednotlivych aminokyselin. Ty jsou repre-
zentovany jako koule se stiedem v C', atomech.

2.1 Strucny popis algoritmu simulace

Simulace probihala ve tfech fazich: inicializace, béh, finalizace.

2.1.1 Inicializace

Program pomoci vstupnich argumentu nahraje parametry simulace a sekvenci
peptidu, vytvoii soubory, do kterych budou pozdéji ulozena simula¢ni data a
usporada aminokyseliny peptidu do rovné ¢ary (”"rod”konformace).

2.1.2 Beéh simulace

Pro zadany pocet cyklu se v ramci béhu simulace provedou néasledujici kroky:

1. vypocitani potencialu v nové navrzeném stavu systému jako soucet jednot-
livych potencialu

2. vypocitani Boltzmannova faktoru pro rozdil mezi potencialy starého a nového
systému

3. krok Monte Carlo pro pfijeti/odmitnuti nového stavu pomoci ndhody
4. samotné ulozeni nového stavu v pripadeé jeho prijeti, pripadné jeho zamitnuti

5. zapsani veli¢in stavajiciho stavu do vystupnich souboru

2.1.3 Finalizace

Po dobéhnuti vsech kroku jsou spocitany prumeéry jednotlivych veli¢in a jejich
chyby pomoci blokové metody. Cést dat je pro tyto kroky pieskocena (pfesny
pocet preskocenych kroku je uveden ve vstupnim souboru pro danou simulaci,
parametr Skipped-Cycles).

Podrobnéji se budu jednotlivym krokum vénovat v dalsich kapitolach.



2.2 Zhrubené modely

Pro simulace skldadani proteint se obecné vyuziva nékolik typu zjednoduseni
pomoci tzv. zhrubenych modelu. Urcité zjednoduseni je z praktickych duvodu
nutné. Pocet moznych konformaci proteinu je prilis velky na to, aby byl dopo-
drobna cely prozkouman v realném case.

Pokud jde o prostor, ve kterém jsou
simulace provadény, jsou vyuzivany

miizkové modely (v literatute oznacovan

jako 7lattice model”) a pak spo-
jity prostor (”off-lattice model”). V
pripadé mftizek jsou aminokyseliny re-
prezentovany jako kulicky, které mo-
hou byt pouze na prusecicich primek
tvoricich pravidelnou pravoihlou 2D
nebo 3D miizku. Spojity 3D prostor
nabizi vice konformaci nez 3D mfizka.
Proto jsou simulace ve spojitém pro-
odpovidaji realnym podminkam[f]

Ve spojitém 3D prostoru muze
byt peptid reprezentovan opét nékolika
zpusoby. Nejvyssi mozné rozliseni,
které dava smysl v kontextu prosto-
rové struktury proteinu je atomarni

rozliseni (" all-atom resolution”). Dalsimi

m # Length mesoscale \

'.;',:;"[F\La:i —
mm-§- e ey
LOCAL MOTIONS coarse-gralned 1

um all-atom — |
e ‘f’ f‘_:/—-t §
- ™

PROTEMFOLDING  GLOBAL MOTIONS Time
N . \

i's pIs nls uls m‘s 's year
Obrazek 2.1: Zde jsou zobrazeny sche-
maticky aplikaéni rozsahy pro ruzna
rozliSeni: kvantové, celoatomarni, zhru-
bené a "mesoscale”’rozliseni. Na obrazku
jsou vidét ptiblizné rozsahy casovych
a prostorovych jednotek pouzivanych
na dané tdrovni zjednoduseni. Obrazek
pochéazi z prace Kmiecik 2016 [16].

jsou ruzné moznosti zjednoduseni jednotlivych aminokyselin na jednu nebo

nékolik kulicek 2

Napiiklad Postic 2021 [I7] srovndva nasledujici modely zjednodusent:

e pouze C, atomy,

pouze Cp atomy,

Ca a Cﬁ,

e zikladni struktura proteinu (backbone),

e backbone peptidu a C3 atomy

a dalsi, viz obrézek[2.2] Kazdy ze zpusobu zjednoduseni mé své vyhody, nevyhody

a specifika.

2.2.1 Model pouzity v této praci

V této praci je vyuzito zjednoduseni na C, atomy. Kazda aminokyselina z
proteinu je tedy reprezentovana stredem C|, atomu a velikosti aminokyseliny.
Polomér aminokyseliny byl standardné nastavena na 5A, coz odpovidd nejblizsi

"Kmiecik 2016 [16].
2Kmiecik 2016 [16], Postic 2021 [17]



Obrézek 2.2: Na obrazku vidime vice typu zjednoduseni. (A) je zjednoduseni na
Co atomy, (B) Cg, (C) C, + Cgs, (D) backbone, tedy peptid bez postrannich
fetézeu, (E) backbone + Cg, (F) pouze postranni fetézce, (G) vSechny atomy,
(H) model "MARTINI”, ktery mé reprezentace jak backbone tak postrannich
fetézel, tento model je vice popsén v praci Marrink 2007 [18], (I) zjednodusena
reprezentace celé struktury, pouzivana pro zduraznéni sekundarnich struktur pro-
teinu. Obrazek prevzaty z prace Postic 2021 [17].

vzdalenosti dvou nesousedicich aminokyselin. Do této vzdélenosti jsou zahrnuty i
postranni fetézce aminokyselin. Tuto velikost je v ramci uzivatelského nastaveni
programu mozné ménit. Dalsi vyvoj programu pocitd s moznosti, ze velikost re-
prezentace aminokyseliny bude specificka pro jednotlivé typy aminokyselin. Délka
vazeb mezi C,, uhliky je 3.81A, coz odpovida jejich skutecné vzdélenosti (pro dva
uhliky C,, jdouci za sebou v Tetézci ma vzdalenost velmi tizkou distribuci)ﬂ

2.3 Potencialy

Vhodné nastaveni potencidlovych funkci je nezbytné pro dobte fungujici pro-
gram. Maj{ vyznam pii kroku[Monte Carlo| kdy jsou porovndny potenciély starého
a nového systému a na zakladé toho je novy stav ptijat nebo odmitnut.

V této préci jsou pouzity tii typy potencidli: nevazebny, bending a dihedralni
potencial. Vazebny potencial nebyl pouzit kvuli izkym distribucim vzdalenosti
mezi sousednimi aminokyselinami.

3Pavlikova 2022 [19)]



2.3.1 Nevazebny potencial

Nevazebny potencidl se pocitda na zakladé vzdalenosti danych reprezentaci
aminokyselin. Je vice moznosti, jakou zvolit potencidlovou funkci. V této praci
byl pouzit N. Metropolisem vybrany Lennard-Jonesuv potenciél [§].

Lennard-Jonesuv potencial

Bud'te

® I, Ty reprezentace Castic

e ¢(x1,x2) hloubka potencidlové jamy pro dané reprezentace ¢astic,

e 7(x1,79) vzdalenost mezi reprezentacemi ¢astic a

e o(xy,x2) prumér polomeéru reprezentaci ¢astic (jsou to koule).
Pak Lennard-Jonesuv nevazebny potencidl se spoc¢ita takto:

Upy(w1,29) = 4e(z1, 12) ¥ (M)n — (M)G (2.1)

r(x1,29) r(zq,79)

Funkce Lennard-Jonesova potencialu
€=5,0=5

Potencial [kgXxT]
N

|
o

5 6 7 8 9 10
r[A]

Obrazek 2.3: Prubéh funkce Lennard-Jonesova potencidlu pro zadané parametry.

Funkce nevazebného potencialu ptes vSsechny kombinace reprezentace amino-
kyselin v Tetézci se pak spocita taktoﬁ:

n—2 n
Usimat = Y Y Uns(zix)) (2.2)
i=1 j=i+2

4Jsou vynechdny pifmo sousedici reprezentace aminokyselin v Fetézci, protoze vzdéalenosti
sousednich kulicek se v rdmci systému v této praci neméni, viz kapitolu o navrhu stavu.



Volba parametri pro vypocet nevazebného potencialu

V této praci byly poloméry reprezentaci stanoveny jako 5A pro viechny typy
aminokyselin.ﬂ Hodnoty € jsou v této praci specifické pro kazdou kombinaci typu
aminokyselin. Konkrétni hodnoty e byly prevzaty z prace Tanaky 1976 [20],
kde jsou uvedeny v tabulce pro energie kontaktu. Hodnoty byly pfed pouzitim
prevedeny na [jednotky pouzité v této praci.

ijrava hodnot epsilon pro ucely této prace

Tanaka ve své praci vypocitava energie interakei mezi jednotlivymi typy ami-
nokyselin. Aby tyto hodnotyff] bylo mozné pouzit jako parametr e pii vypoctu
Lennard Jonesova potencidlu, bylo nutné je prevést do simulac¢nich jednotek.

Tanaka uvad{ hodnoty v kcalxmol™! a jednotka energie v simulaci je kg x
300K.

Pro x vyjadrujici ¢iselné koeficient pro prenasobeni hodnot v tabulce, kg =
1,380649 x 10~2JK~! je Boltzmannova konstanta a Ny = 6,022 x 10% je Avo-
gadrovo ¢islo. Pak plati, ze:

z X kg x 300K = kecal x mol™!

B keal
¥ kg x 300K x mol
B 4184 J
= 1,380649 x 10-2 x 300 x 6,022 x 102« J x K-1 x K
4184
2494,2804834
~ 1,677 (2.3)

Tedy jedna jednotka v tabulce Tanaky je 1,677 simula¢ni jednotky energie.

Alternativni potencialova funkce - Mietv potencial

Pro vypocet nevazebného potencialu se v molekulovych simulacich pouziva
i tzv. Mietuv potencidl (Mie potential), ktery je zobecnénim Lennard-Jonesova
potencialu. Pro stejné parametry, jako u Lennard-Jonesova potencialu, vypada
rovnice pro Mieuv potencial takto (Werth 2017[21]):

a b
U($1,1’2) 0(531,1’2)
Umie(x1,09) = ce X || ——= | — | —= 2.4
iel02) = 6 [((w)) (o) ] 24
Kde konstanty a,b,c jsou zvoleny podle potieby. Lennard-Jonesuv potencial

by pak byl specialni ptipad Mieova potencidlu s a = 12, b = 6, ¢ = 4. Mieova po-
tencidlu muze byt pii vhodném nastaveni konstant a,b,c muze byt prubéh funkce

vvvvvv

Vice popséano v kapitole |o modelu Simulacel
6Viz Tanaka 1976, tabulka ¢. 3 [20]

10



2.3.2 Vazebny potencial

Vazebny potencidl ma za tcel zohlednit délku vazeb mezi jednotlivymi repre-
zentacemi aminokyselin ptfi vyhodnocovani pravdépodobnosti stavu pii Monte
Carlo kroku. Jako funkci je mozné pouzit napt. nasledujici funkci hyperboly:

Usona(1) = k(lg — 1;)? (2.5)
kde k je konstanta, ly je dand stfedni délka vazby (napf. vzdédlenost mezi C,
atomy, 3.81A) a I; je délka i-té vazby v fetézci.

Proé¢ nebyl pouzit?

Vazebny potencial nebyl pouzit, protoze délka vazeb v fetézci zustava po celou
dobu simulace vzhledem k [pouzité metodé navrhu stavul konstantni. I vazebny po-
tencial by proto byl konstantni pfes vSechny stavy systému a vzhledem k metodé
prijimani stavi zalozené na rozdilu potencidli dvou stavi by nemél v simulaci
vyznam.

Vazebny potencidl také nebyl pouzit, protoze distribuce délek vazeb je velmi
uzké [19].

Jeho odstranénim z pocitacové simulace bylo usetieno (pro n kulicek v fetézci
a ¢ cykli) n x ¢ vypoctu.

2.3.3 Bending potencial

Bending potencial v této praci popisuje thel mezi tfemi po sobé jdoucimi C,
atomy v Tetézci. Jako funkce bending potencialu byla béhem vyvoje programu
pouzita parabola, nicméné v hotové praci uz je vyuzivana funkce vytvorena em-
piricky z jiz zndmych struktur proteinu pomoci metody Boltzmannovy inverze
[19].

Funkce paraboly vypada pro 3 po sobé jdouci reprezentace aminokyselin
v Fetézci, respektive thel a reprezentujici tihel mezi jejich stfedy a konstantu
oznacujici hodnotu uhlu ve vrcholu paraboly ag takto:E]

Ubend—parubole(a) =k x (aﬂ - 04)2 (26>

Uhel « nabyva hodnot [0,7]. Pro cely fetézec se bending potencial spoc¢itd

takto:
n—2

Ubend—all = Z Ubend(abi,bm,bm) (2-7)

=1

kde

n je délka fetézce,

b; je stfed reprezentace i-té aminokyseliny,

« funkce tthlu mezi tfemi body a

Ubena je parcialni funkce pro vypocet bending potencidlu (napfiklad zminénd
parabola).

"Tato funkce je navrzena v publikaci Kolafa 2015[22].
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Funkce bending potencidlu

Potencidl [kgxT]
| |
o I

|
(o)
1

_10 .

15
¢ [rad]

0.5 1.0

2.0

2.5 3.0

Obrézek 2.4: Funkce bending potencidlu vytvorend pomoci Boltzmannovy inverze
Markétou Pavlikovou v ramci jeji bakalaiské prace [19]. Tato potencidlova funkce

byla pouzita k testovani simula¢niho programu.

2.3.4 Dihedralni potencial

Dihedralni potencial popisuje tihel mezi poloro-
vinami, viz obrazek 2.5 Pro ¢tyii po sobé jdouct
soutadnice stfedu reprezentaci C, atomu v fetézci by,
ba, bs, by jde o polorovinami bibsbs a bybsby definovany
dihedralni hel ¢. Protoze jde o thel mezi polorovi-
nami a nikoli rovinami, je funkce potencialu definovana
v rozsahu ¢ € [—m,7].

Vypocet dihedralniho thlu je v simula¢nim pro-
gramu implementovan pomoci funkce atan2. Funguje
podobné jako funkce atan (atan2(y,x) = atan(y/x),
pro x > 0), nicméné na rozdil od funkce atan je mozné
ji vyuzit pro cely interval [—m,7|. Celd rovnice pro
vypocet dihedralniho thlu ¢ pak vypada takto:

¢ = atan2(|va|vy - vg X vz, (V1 X V2) - (Vg X v3)) (2.8)

Obrazek 2.5: Na
schématu jsou vidét
dvé poloroviny dané

body 1-4. ¢ oznacuje di-
hedralni 1hel. Obréazek
je prevzaty z publikace
Kolafa 2015 [22].

Pti vyvoji programu byla opét pouzita pro funkci dihedralniho potencialu

parabola:

Udihedralfparabole<¢) = k X (¢0 - ¢>2

kde ¢g je hodnota thlu ve vrcholu paraboly.

(2.9)

Hotovy program vyuziva stejné jako pro bending potencidl empirickou funkci

ziskanou ze zndmych struktur Boltzmannovou inverzi.
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Funkce dihedralniho potencialu

Potencial [kgXxT]
| | | | | | |
© © o 0o N N o
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Obrazek 2.6: Graf ukazuje prubéh funkce dihedralniho potencidlu pouzité pri
testovdni programu. Funkce byla ziskdna pomoci Boltzmannovy inverze [19] z
realnych struktur proteinu. Jsou zde vidét dvé vyraznd lokdlni minima, jedno
(globélni) v bodé [0.88, -10.36] a druhé v bodé [-2.89, -8.88]. Oblasti kolem téchto
minim odpovidaji sekundarnim strukturam alpha helixiim a beta listum.

2.3.5 Boltzmannova inverze

Boltzmannova inverze je metoda pro ziskani potencidlové funkce pii znalosti
konformaci realnych proteinu. Pro dataset proteinu se znamou konfiguraci jsou
spocteny vzdalenosti a thly mezi atomy téchto peptidu, tedy distribuéni funkce.
Pomoci Boltzmannovy inverze je ziskdna funkce efektivniho potencidlu (Uesy).
Tento postup je popsan napiiklad v praci Chudoba a kol. 2017 [23].

Bud

kp Boltzmannova konstanta,

T teplota,

g distribucni funkce a
e 1 uhel ¢i vzdalenost (zédlezi o jaky typ potencidlu se jednd).

Pak efektivni potencidl pro dany ithel nebo vzdéalenost pomoci Boltzmannovy
inverze ma tuto podobu:

Uey(z) = —kpT log g(x) (2.10)
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2.4 Navrh stavu

Simulace probiha tak, ze se navrhuji nové stavy systému a ty jsou nasledné
prijaty, nebo odmitnuty. Existuje vice moznosti navrzeni novych stavu simulo-
vaného systému. Pro navrh stavu s naslednym vyhodnocenim metodou Monte
Carlo se pouziva molekulova dynamikaﬁ , ¢1 metody pracujici s ndhodou (napf.
navrh pomoci pivota).

Molekulova dynamika vytvari nové stavy na zakladé silovych poli, tedy deri-
vacich potencialu a z toho vznikajictho pohybu. Je pomérné naroéna z hlediska
casuf)| ale novy stav vytvaii nendhodné. Nové stavy molekulové dynamiky jsou
zpravidla piijimany automaticky bez dalstho vyhodnocovaciho kroku.

Metody, které pracuji s ndhodou vychéazeji stejné jako molekulova dynamika
z aktualniho stavu systému. Na rozdil od molekulové dynamiky ale pti vytvareni
nového stavu prilis nereflektuji potencidly v systému a novy stav vytvori nahodné
podle danych pravidel. Potencial v systému zac¢ina hrat roli az pii vyhodnocovani
nového stavu.

Vyhodnocovani stavu musi reflektovat, jestli se celkovy potencial zvysil, nebo
snizil. Na zakladé toho je pfijat, nebo odmitnut novy stav.

2.4.1 Navrh stavu pomoci pivota

V této préaci byla pro vytvareni novych stavu pouzita metoda otoceni fetézce
okolo pivota. Jeho konkrétni implementace je takova, ze algoritmus

1. ndhodné vybere pivot - jednu z reprezentaci aminokyselin v Tetézci,
2. ndhodné vybere smér k C, ¢i N konci Tetézce,
3. nahodné vytvori jednotkovy vektor,

4. ndhodné vybere thel v uréitém rozmezi (bylo pouzit interval [0,0.3]rad,
horni hranice je definovana ve vstupnim souboru programu),

5. vytvori matici otoceni pro dany vektor a thel,

6. souradnice vSech reprezentaci aminokyselin v celé ndhodné vybrané ¢éasti
fetézce ve sméru od pivota transformuje pomoci matice otoceni.

Tento algoritmus je pomérné rychly. Po vytvofeni matice otoc¢eni probéhne
uz jen 9 nasobeni a 6 soucti nejvyse pro kazdou reprezentaci aminokyseliny v
peptidu, coz je slozitost O(n) pro n aminokyselin v peptidu.

8Tzv. Hamiltonidnské Monte Carlo, srov. prace Nova 2022 [13] a Nierostek 2021 [12]
9N4ro¢nost ve smyslu ”time cost”.
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Limity navrhu pomoci pivota

Princip navrhu stavu pomoci pivot moves byl pomérné pouzivany pro simulace
na miizce (lattice), ale dnes je daleko hojnéji pouzivana molekulovd dynamika.
Pivot moves jsou totiz pomérné problematické pro simulace delsich fetézcu B a
rozvétvenych molekul™]

Matice otoceni

Matice otoceni (A) vyuzitd algoritmem Pivot moves ma pro vektor n a ihel
a tuto podobu (jde o 3D prostor):

cosa + n?(1 — cosa) ninz(l —cosa) —nzsina  ninz(l —cosa) + nasina
A= |nin2(l —cosa) +nzsina cosa + n3(l — cosa) nan3(l — cosa) — ni sina (2.11)
nin3(l —cosa) —nasina  nanz(l — cosa) + ny sina cosa + n3(1 — cos )

Matice byla prevzata z Wikipedie, heslo ” Otoceni” [24].

2.5 Monte Carlo vyhodnoceni stavu

Princip simulaci s Monte Carlo byl poprvé popsan Nicholasem Metropolisem
v roce 1953 [§]. Ten pouzil Monte Carlo pristup pro simulaci systému tuhych
kulicek s nevazebnym Lennard-Jonesovym potencidlem a ukazal, ze jeho pouziti je
legitimni. Pouziti tohoto typu vyhodnoceni stavu umoznuje nastavit volnéji navrh
stavu s tim, ze je pravé pri Monte Carlo kroku nepravdépodobny stav zamitnut.
Monte Carlo navic a priori nevylucuje zadny mozny stav systému z prostoru vsech
stavu, ale pouze s vysokou pravdépodobnosti nepfijme novy nepravdépodobny
stav.

Pro Monte Carlo je potfeba ptifadit novému stavu urcitou pravdépodobnost.
Po vytvoreni nového stavu je proto spocitan potencial systému. Na zdkladé rozdilu
mezi potencialem starého a nového stavu je spocitan Boltzmannuv faktor, ktery
dava pravdépodobnost, se kterou mé byt novy stav pfijat.

Je také vygenerovdano ndhodné ¢islo v intervalu (0,1). Muze dojit ke tiem
situacim:

1. Novy stav ma nizsi potencial nez stary stav, je rovnou piijat.
2. Novy stav ma vyssi potencial nez stary stav,

(a) nahodné éislo je nizsi nez Boltzmannuv faktor, novy stav je piijat nebo

(b) ndhodné ¢islo je vyssi nez Boltzmannuv faktor, novy stav je odmitnut.

10Problemati¢nost simulovani delsich Fetézcii se projevila i ve vysledcich této prace, viz kapi-
tola [vysledkul a [zavéru pracel, kde navrhuji i moznosti zlepseni navrhu stavu pro dels{ fetézce.

1 Jako piiklad je mozné uvést situaci, kdy molekula mé v sobé cyklus. Pak vyse popsany
algoritmus v jeho zdakladni podobé neni mozné viibec pouzit.
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2.5.1 Boltzmannuv faktor

Pomoci Boltzmannova faktoru je interpretovan rozdil v potencidlu dvou systému
za dané teploty jako pravdépodobnost [§].
Pro

e teplotu 7',

e potencial starého stavu Uy,

e potencial nového stavu U,,.,a
e Boltzmannova konstantu kp,

vypadé rovnice Boltzmannova faktoru taktd ™}

fBoltzmann = e(UOldiUnew)/(kBXT) (212)

2.5.2 Simulované zihani

Simulované zihani (také simulated annealing) je technika pouzivana pii si-
mulacich, v rdmci niz se postupné snizuje teplota v systému. Efekt této tech-
niky je, ze se zprvu prijimaji i stavy, které by byly za béznych okolnosti méné
pravdépodobné. Systém m4 diky tomu vétsi dynamiku (a nezustane v lokélnim
minimu). Po snizeni teploty uz se ptijimaji pouze stavy, které maji relativné mensi
nartist potencialu oproti predchozimu stavu. Systém se tak vice stabilizuje[]

V této praci byla technika simulovaného zithani implementovana tak, ze uzivatel
dé programu jako parametry teplotu na poc¢étku (7;,;) a teplotu na konci (Tfinar).-
Pro i-ty cyklus z celkového poctu n cyklu je pak teplota systému 1" pocitana jako:

(Tfinal — ,—szt) X1
n

T = 7ﬂim’t +

(2.13)

2.6 Simulac¢ni program

Pro implementaci navrzené simulace byl vytvoren vlastni simula¢ni program.
V ramci implementace bylo dbano na to, aby, kromé spravnosti provadéni vsech
kroku simulace, byl program i efektivni a ptistupny pro uzivatele. V nésledujicich
podkapitolach jsou popsany zdkladni vlastnosti tohoto programu. Cely program
véetné uzivatelské a technické dokumentace je mozné najit na strankach projektu

na GitHubu[']

12Metropolis 1953 [8].

13V{ce je technika popséna napifklad v praci Zhang 2020 [25]. Metoda byla pouzita naptiklad
iv praci [12].

4Projekt se jmenuje ” PivotMoveSimulation”,

url projektu je "https://github.com/ForgoRew/PivotMoveSimulation”
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2.6.1 Programovaci jazyk

Jako programovaci jazyk byla zvolena Java 17. Jejimi prednostmi je
e relativné vysoka rychlost (napiiklad v porovnani s jazykem Python),

e vysokd portabilita (Java je staticky kompilovdna a spousténa pomoci Java
Virtual Machine, ktera je k dispozici pro operacni systémy Windows, Linux

i MacOS),
e jeji siroké rozsiteni a znalost 1 mezi méné zkuSenymi programatory,
e dobra citelnost kodu.
Zvlaste posledni tii vlastnosti Javy byly dulezité, aby program mohl byt v bu-

doucnu dal vyuzivan a vyvijen.

2.6.2 Datové struktury, tridy a metody

Vlastni program tvoii nasledujici tiidy (v abecednim poradi), v dalsich pod-
kapitolach se kazdé budu vénovat podrobné:

1. App

2. Ball

3. DataRange
4. MyWatches
5. MyWriter
6. Physics

7. SimRunVars
8. SimSpace

9. StepVars

App

Z této tiidy je program spoustén (standardné pomoci metody main) a obsahuje
metodu pro samotny béh simulace (pivotMovesSimulation), metody pro zapis
informaci o prubéhu simulace do souborti (countAndNoteAll, notePositions,
noteDistances) a metody pro vyhodnoceni dat simulace ve finaliza¢ni fézi simu-
lace (countErrBlockMethod, writeLog).

Ball

Objekty této tiidy reprezentovaly jednotlivé aminokyseliny v fetézci. Obsahuji
atributy, které urcuji jejich pozici (coordinates), typ (type a code) a velikost
(size, weight).
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DataRange

Objekty této tridy jsou vyuzivany pii vypoctu chyby blokovou metodou a
reprezentuji urcity usek dat.
MyWatches

Objekt této tiidy jednoduchym zpiisobem spocita ¢as simulace. Zaznamend
cas zacatku simulace a jeji konec a vypocita rozdil mezi nimi (v ms).
My Writer

Objekt této tiidy zjednodusuje pouzivani BufferedWriteru, ktery je jednim
z jeho atributu. Pomoci metody writeLine prida fetézec, ktery dostane jako
argument, do vystupniho souboru. Metoda writeAll pak do vystupniho souboru
ptida cely obsah vstupniho souboru, ktery dostane (otevieny) jako argument.

Physics

Tato tiida je v podstaté knihovnou fyzikalnich a matematickych funkeci pro
béh programu. Obsahuje

e metody pro vypocet ruznych typu potencialu, napf.

— Lennard-Jones potencial (lennardJonesPotential)

— dalsi potencidly vhodné pro vyvoj a testovani simulace,

napr. squareWellPotential,
— tricasticové a ctyréasticové potencidly
(bendingPotential, dihedralPotential)
e metody pro vypocet sily (vyuzity pfi vyvoji programu),
e metody pro praci s vektory a celkové vytvareni nového stavu systému, napf.

— skaldrni soucin vektoru (dot) a dalsi,

— vytvoreni a pouziti matice rotace

(makeMatrixOfRotation, moveBallsByMatrix),
e vypocet Boltzmannova faktoru (boltzmannsFactor), ¢i

e ziskdvani ndhodnych hodnot (ndhodného vektoru, ¢i thlu,

getRandomNormalizedVector, getRandomAngle).

SimRunVars

Objekty této tridy v sobé obsahuji nékteré atributy pro aktudlné probihajici
simulaci. Je vzdy vytvoren jeden objekt této tiidy pro dany béh simulace a ob-
sahuje

e pocet prijatych/odmitnutych stavu (accepted, rejected),
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e Cislo aktudlniho cyklu simulace,
e sumy jednotlivych veli¢in (napf. sumPotential)

e prumeéry nékterych veli¢in, které jsou pocitany po skonceni béhu simulace
(napf. avgPotential).

Také obsahuje metodu pro vypocet prumeéru (makeAvgs) a vice typu konstruk-
toru (kvuli testovani).

SimSpace

Objekt ttidy SimSpace obsahuje vSechny vstupni parametry simulace a vstupni
a vystupni soubory. Pomoci néj jsou metodam ptredavany parametry simulace.
Obsahuje také aktuélni stav reprezentaci aminokyselin (pole balls). Jeho soucasti
je také metoda pro vytvotreni tcl skriptu, ktery slouzi ke spravnému zobrazeni
stavi systému v programu VMD (”Visual Molecular Dynamics”) [26].

Ttida SimSpace obsahuje metody pro iniciaci simulace. Samotny konstruk-
tor této tridy prijima nazev simulace jako fetézec znaku a diky nému nahraje
vstupni soubor, parametry simulace, tabulku s parametry epsilon pro nevazebny
potencial. Déle vytvoii kodovani typu aminokyselin a iniciuje vznik pole repre-
zentaci aminokyselin.

StepVars

Objekty této tiidy obsahuji hodnoty specifické pro jeden krok simulace. Jsou
v ném ulozené hodnoty jako

e index pivota (pivotIndex),

e potencidl systému (potential),

e gyracni polomér (Rg) a dalsi.

Kromé toho obsahuje jesté nové vytvoreny stav systému, ktery jesté neni

prijaty (newBalls).

2.6.3 Vstupy a vystupy
Simulacni program potfebuje nasledujici vstupni soubory:

e vstupni soubor ve formatu JSON, ve kterém jsou uvedeny parametry simu-
lace,

e soubor ve forméatu FASTA se sekvenci simulovaného peptidu,

e csv tabulka s parametrem ”epsilon” pro vypocet parového, nevazebného po-
tencialu a

e csv tabulky s hodnotami s hodnotami pro bending a dihedralni potencial.

Program v prubéhu svého béhu vytvori nasledujici soubory ve vystupni slozce:
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1. log soubor se struénym souhrnem dulezitych informaci o simulaci a jejim
prubéhu. Soubor obsahuje:
e vstupni parametry,
e prumeéry a chyby jednotlivych velicin,

e zpravu o Uspésném provedeni simulace/errory
2. csv soubor s dulezitymi ¢iselnymi daty pro kazdy krok. Ten zahrnuje:

e poradi daného kroku simulace,

e boolean, zda byl vygenerovany stav simulace pftijat,
e celkovy potencidl v systému,

e nevazebny potencial,

e bending potencial,

e dihedralni potencial,

e gyracni polomér proteinu,

e vzdalenost koncu fetézce,

e ndhodnou pravdépodobnost z intervalu (0,1), kterd byla zvolena pii
Monte Carlo kroku simulace,

e vypocitany Boltzmannuv faktor pfi vyhodnocovani nové navrzeného
stavu konformace proteinu.

3. soubor s pruméry hodnot nékterych veli¢in,

4. xyz soubor se soufadnicemi stfedii aminokyselin v jednotlivych krocich si-
mulace,

5. tcl skript pro danou simulaci, ktery slouzi k nastaveni parametru vizuali-
zace peptidu v jednotlivych krocich v programu VMD.

2.7 Jednotky simulace

Pro fyzikalné relevantni fungovani simulace je potieba vytvofit systém jed-
notek, ve kterém simulace probihd. Cas, délka, hmotnost a teplota jsou dulezité
veli¢iny pro chod simulace. Zakladni SI jednotky téchto veli¢in ale nejsou pro
potieby této simulace piilis vhodné[’] V #ddu jednotek totiz popisuji systémy
na urovni makrosvéta. Kromeé téchto zakladnich velicin bylo jesté potieba urcit
jednotku energie v simulaci.

15V pifpadé simulaci jednotlivych proteinti jde o zékladni jednotky sekundy (s), metry (m),
kilogramy (kg) a Kelviny (K).
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2.7.1 Délka

Simulace probiha na urovni proteinu, a tak je potfeba nastavit vzdéalenosti
v fadu 1071%m. Bézna vzdalenost mezi C, atomy dvou aminokyselin spojenych
peptidickou vazbou je ale 3.81 x 1071%m. V chemii byla kvili ¢astému vyuzit{
tohoto rozmeéru délky zavedena vlastni jednotka Angstrom, znacend jako ”A”,
pojmenovand po Svédském fyzikovi stejného jmén. Protoze 1A= 10""%m, je
tato jednotka velmi vhodna a Siroce vyuzivana pro simulaci foldingu proteinu.

2.7.2 Hmotnost

Hmotnost byla zvolena jako jedna AMU (atomic mass unit), znac¢end jako
"u”, protoze 1u je definovdna jako 1/12 hmotnosti uhliku Cg? bud.E] Hmotnost

9540

béznych proteinu bude tedy v fadu tisicu "u”.

2.7.3 Teplota
Jako jednotka teploty byl zvolen Kelvin, zakladni jednotka systému SI. Je

dostacujici, protoze simulace jsou myslené tak, ze probihaji priblizné okolo poko-
jové teploty['¥ nebo mirné vyssi/nizs.
2.7.4 Boltzmannova konstanta

Pro dalsi vyklad je potfeba zminit Boltzmannovu konstantu. Boltzmannova
konstanta je podle redefinice jednotek SI z roku 2019 [27] jednou ze sedmi defi-
nujicich konstant, ze kterych jsou odvozeny zakladni jednotky SI. Hodnota Bolt-
zmannovy konstanty je uréena jako 1.380649 x 10723JK™!,

2.7.5 Energie

Jako jednotka energie pii simulaci byla stanovena kg x 300K, tedy explicitné
zapsano

kg x 300K = 1.380649 x 10~2* x 300J

V téchto jednotkach se bézné pohybuje hodnota potencidlové funkce béhem si-
mulace v fadu jednotek az desitek.

2.7.6 Cas

Délka, hmotnost, teplota a energie jsou ve vzajemném vztahu, proto nebylo
mozné ¢as urcit podobné jako v piipadé hmotnosti, délky a teploty, ale bylo tieba

16Celym jménem Jonas Anders Angstrom.
171 AMU lze také zapsat jako u = 1.66053906660(50) x 1027 kg.
1826.85°C = 300K
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ji stanovit na zakladé urcenych jednotek ostatnich veli¢in.

] = 1] x %

0 u
Ak —
"\ kB x 300K

1010y \/ 1.66053906660(50) x 10~27 kg
B 1.380649 x 1023 x 300J
~ 1.094 x 10~ "% (2.14)

Jednotky casu ale nejsou béhem simulace, kterd byla obsahem této prace,
relevantni, protoze stavy jsou diskrétni a jednotlivé stavy nemaji urceny zadny
cas.

Velic¢ina Jednotka  Vzorec

délka Angstrom  [I] = 1A = 107°m

hmotnost AMU [m] = 1u = 1.66053906660(50) x 1027 kg
teplota Kelvin K

energie kg, K [E]

= kg x 300K = 1.380649 x 1072 x 300J
cas vlastni [t] = (1]

[Im] _ A Y— ~ -
X E_AX m~1094><10 128

Tabulka 2.1: Shrnuti volby simulac¢nich jednotek.
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2.8 Vyhodnoceni simulace

Zacétek simulace (ekvilibrace) nebyl pfi vyhodnoceni simulace pouzit. Byla
pouzita data az po urcitém poctu kroku. Pro popis vysledku simulace byly pouzity
nasledujici hodnoty:

e prumér veli¢in méfenych béhem simulace,
e chyby veli¢in, které byly pocitany blokovou metodou a

e RMSD (root mean square deviation).

2.8.1 Pruameéry

Pramérné hodnoty veli¢in byly vypocéitany béznym vzorcem pro aritmeticky
prumér pires vSechny hodnoty. Do pruméru nebyly zapocitany hodnoty v cyklech
definovanych uzivatelem jako urc¢ené k preskoceni.

Prameér byl vypocitan pro nasledujici veliciny:

e celkovy potencial,
e gyrac¢ni polomér,

e vzdalenost koncu fetézce,

2.8.2 Chyby

K vypoctu chyb byla pouzita blokova metoda, jak je popsana zde [28], protoze
je potieba zohlednit mozné autokorelace v simulaci. Blokova metoda funguje tak,
ze se

1. data rozdéli na 16 bloku,
2. v ramci téchto bloku se spocitaji prumeéry, ozna¢me je aq,as,...,a16 a
3. spocita se prumeér z téchto partikularnich prumeéru, a,;.

Poté se chyba e spocita nasledovné:

16

e= | > (tan — a;)?

i=1

2.8.3 RMSD

Root Mean Square Deviation (RMSD) se pouzivd pro hodnoceni prostorové
podobnosti dvou proteinovych struktur. Na zakladé této hodnoty se usuzuje, jak
byla simulace struktury proteinu kvalitni. RMSD pouzivé pro hodnoceni vysledku
simulaci i soutéz CASP14Y]

Pro

9Srov. vysledky soutéze CASP14 [14].
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e struktury proteinu v, w
e s atomy vy aZ v,—1 & Wy aZ Wp_1,
e pocet atomu ve strukturdch n (v a w musi mit stejny pocet atom)

se RMSD pocita takto:

n—1
1
RMSD(v,w) = EZ v — wi| (2.15)
=0

V ramci této préace byl pro vypocet RMSD pouzit program VMD [26].

24



Kapitola 3

Vysledky a diskuze

V této kapitole jsou popsany vysledky prace, program a jeho testovani na
realnych proteinech.

3.1 Simulaéni program

Simulacni program funguje na zakladé principtu popsanych v [predchozich ka
[pitoldch] Je volné dostupny na [29] [ kde je umisténa i jeho uzivatelska
dokumentace (éesky)ﬂ a programatorska dokumentace (anglicky). Program je do-
stupny ve dvou variantach (se stejnou funkénosti). Prvni je zdrojovy kod jazyka
Java, spravovany jako Maven projekt. Druhou moznosti je tzv. jar bah’éekE] coZ
je i doporuc¢eny zpusob pouziti v uzivatelské dokumentaci pro jeho jednoduchost.

3.2 Testovani simula¢niho programu

Pro ovéteni funkénosti programu bylo provedeno testovani na realnych pro-
teinech.

3.2.1 Vybér proteinu pro simulace

Proteiny byly vybrany nahodné z datasetu, ktery pouzila Markéta Pavlikova
ve své jesté nepublikované praci pro stanoveni hodnot thlovych a nevazebnych
potencidlu pomoci Boltzmannovy inverze. Konkrétné slo o proteiny uvedené v
tabulce B.11

Proteiny byly vybrané tak, aby konformace byla co nejvice ovlivnéna neva-
zebnymi interakcemi v ramci struktury proteinu a aby proteiny byly simulovatelné
s vyuzitim navrhu stavu pomoci pivota. Proto nebyly zahrnuty glykoproteiny, li-
poproteiny, metaloproteiny, proteiny s S-S mustky, dlouhé tetézce (vice nez 300
aminokyselin) a proteiny s vice nez jednim peptidickym vldknem.

Fasta sekvence byly ziskdny z databaze PDBdﬂ Sekvence jednotlivych proteinu
uvadim v [prilohach]

1Odkaz na stranky projektu na GitHubu zde: https://github.com/ForgoRew/PivotMoveSimulation.
2Jde o soubor "README.md”.

3Java Archive, pro vice informaci viz oficidln{ specifikaci archivu jar [30].

4Protein Databank in Europe.
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ID  pocet AK v fetézci RMSD [A]

1dyw 173 18.89
1123 164 23.62
2mlt 22 7.97
2msj 66 11.02
2nbr 173 55.25
2ruo 16 6.87
2yty 88 13.29
3158 143 23.48
4mq3 129 25.39
bttt 111 23.52
HWTX 13 3.91
6iws 73 13.39

Tabulka 3.1: Ptehled simulovanych proteint - ID proteinu, délka tetézce (pocet
aminokyselin v fetézci) a RMSD.

3.2.2 Parametry zadané simulace

Pro n aminokyselin ve fasta sekvenci dané¢ho proteinu bylo provedeno n x
200000 cyklu simulace. Polovina z téchto cyklu byla preskocena jako ekvilibraéni
¢as. Funkci nevazebného potencidlu byla Lennard-Jonesova funkce s parovée spe-
cifickymi hodnotami epsilon pro dané dvojice aminokyselin. Velikost reprezentace
aminokyseliny (hodnota o u LJ potencidlu) byla zvolena na 5A. Pro tihlové ben-
ding a dihedralni potencialy byly zvoleny empirické potencidlové funkce. Nasta-
veni potencidlovych funkei se nelisilo od zédkladniho nastaveni simulace popsaného
v kapitole [Metodikal

Kromeé tohoto zakladniho nastaveni byla jesté pouzita moznost simulovaného
zihani. Pocatecni teplota byla nastavena na 500K a v prubéhu simulace klesala
linearné az ke koneénym 300K. Simulace probihala na dvé faze, kdy pokazdé
bylo simulované zihani provedené znovu. Prvni polovina cykla byla preskocena a
zapocitana az druhd polovina.

Data byla zapisovana jednou za kazdych 100 cyklu. Jako maximalni thel
otoceni bylo zvoleno 0.5rad, coz je pomérné vysoka hodnota. Této vysoké hodnoté
odpovida pomérné nizky podil prijatych novych stavi u delsich fetézcﬁE] Tim, ze
mohlo dojit k tak velkym zménam v jednom kroce, se mohly c¢astéji vytvaret ne-
pravdépodobné konfigurace. Témi mohlo byt naptiklad naptiklad protnuti repre-
zentaci aminokyselin, nebo nepravdépodobny bending, ¢i dihedralni ihel. Proto
by bylo vhodné, aby byl pii dalsim pouziti programu zvolen maximélni tihel
otoceni mensi.

5Pro proteiny o délce Fetézce alesponn 111 aminokyselin byl primérny podil piijatych stavii
ku v8em =~ 0,024. Oproti tomu u kratsich peptidu byla tato hodnota ~ 0.114, tedy vyrazné
vySSi.
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Napiiklad pro protein 1DYW vypadal vstupni soubor takto:

ldyw. json:

{
"TypeOfSimulation": "Pivot-ChainMoves",
"TypeOfPotential": "Lennard-Jones",
"SimulationMatrixFileName": "AZ-Tanaka.csv",
"FASTAFileName": "ldyw.fasta",
"BallDiameter": 5,
"Number0fCycles": 24800000,
"Number0fSkippedCycles": 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 Vysledky simulaci
Ukazky simulovanych proteint

7 ukéazky struktur simulovanych proteinu na obrazku [3.1] je vidét, ze simulace
delsich tetézcu (111 aminokyselin a delsi) nevysly idedlné. U nékterych struktur
je ztejma dlouhd smycka vybihajici z jadra slozeného proteinu. Konkrétné se
jednd o 1dyw, 1123, 2nbr, 31j8, 4mq3 a 5ttt. Naopak zbyvajici kratsi proteiny (88
aminokyselin a méné) byly ziejmé simulované ocekdvané, protoze doslo k jejich
sbaleni.

Diskuze: proc¢ nebyly delsi retézce dobie sbalené?

U delsich tetézcu (alesponn 111 aminokyselin v fetézci) zustala prostiedni ¢ast
fetézce nesbalend a vycnivala ze sbalené ¢éasti proteinu ve formé jakési smycky.
Domnivam se, ze to je zpusobeno metodou navrhu stavu, tedy otoceni fetézce
okolo osy nahodného sméru, prochazejici nahodnym pivotem o nahodny thel.
Tento navrh stavu totiz umoznuje naptiklad zménu hlu mezi tfemi po sobé
jdoucimi reprezentacemi aminokyselin pouze, kdyz je prostfedni z nich vybrana
jako pivot.

Pro predstavu uvedu piiklad navrhu nového stavu u proteinu 1L23. Jedi-
nou moznosti, jak ovlivnit uhly ve smycce, ktera ze struktury vyéniva, je vybrat
jako pivota aminokyselinu z této smycky. To je také jedind moznost, jak pridat
tuto smycku ke struktute proteinu. Témeér jakykoliv nové navrzeny stav pak ale
nebude prijat. I maly vybrany thel totiz udéla relativné velkou zménu pozic
u vzdalenéjsich aminokyselin. V kompaktni sbalené ¢asti struktury pak dojde
snadno ke zménam, které nejsou témér prijatelné.

Tento zavér je v souladu s tim, ze delsi proteiny mély tfadové nizsi pomeér
ptijeti novych stavi oproti kratsim proteinum (2,4% oproti 11,4%). V zaveérech
navrhuji vylepseni programu, které by tomuto jevu mohlo zabranit.
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1DYW 1L23 2MI1T

2MSJ 2NBR 2RUO

2YTY 3LJ8 4AMQ3

OTTT SWEX 6IWS

Obrazek 3.1: Ukazky struktur proteinu po skoné¢eni simulace. Barevny kéd jed-
notlivych aminokyselin viz obrazek
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Obrazek 3.2: Prubéhy potencidli simulovanych proteint. Pouzita pouze data z
produktivniho ¢asti béhu simulace. Legenda u prvniho grafu plati pro vSechny.
Potencial se méni v dusledku zmény teploty.

Obréazek 3.3: Barevny kod pouzity v ukazkach simulovanych struktur.
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Hodnoty potenciala

Grafy vyvoje potencidlovych funkci béhem simulace jsou vidét na obrazku
.2l U ¢ésti z nich je vidét mirny vzrust potencidlu. To je mozné interpretovat
jako mirné rozvolnéni struktury, kterd z prvniho cyklu simulace jiz byla zchlazena
na 300K. V druhém cyklu se opét zvedla na pocatecnich 500K a opét linearné
klesala ke koneé¢nym 300K. Na grafech je také vidét postupné snizovani rozdilu
mezi minimy a maximy piku v potencialech.

Také je mozné si vSimnout, ze potencidl vysel u vétsiny simulaci zdporné. To
je ocekavany vysledek vzhledem k tomu, ze hodnoty jednotlivych potencidlovych
funkeci jsou také zaporné az na nevazebny, Lennard-Jonesuv potencial, ktery muze
vyjit kladny, pokud se protinaji jednotlivé reprezentace aminokyselin. Zaporny
potencidl tedy ukazuje to, ze k této nezadouci situaci nedochézelo.

Potencial hrél v této simulaci roli jen pii vyhodnocovani nové navrzeného
stavu béhem Monte Carlo kroku, kde ale byl dulézity rozdil mezi potencidlem
predchoziho a nové navrzeného stavu. Protoze jsou potencidlové funkce stejné pro
oba stavy, nema pripadnd k potencidlové funkci prictena konstanta zadny vliv.
Proto neni jinak relevantni, zda je potencial v systému kladny nebo zaporny.

Podobnost simulovanych struktur s realnymi

Je mozné si vSimnout, ze kratsi proteiny jsou dobfie sbalené, stejné jako ty
realné. To ukazuje i RMSD, které dosahuje u kratsich proteinu (88 aminokyselin
a méné) priamérné hodnoty 9,04A.

30



Kapitola 4
Zaveéry

V této praci byl navrzen a implementovan model simulace proteinu se zhru-
benim na aminokyseliny reprezentované jejich stredem (C, atomy) a polomérem
(pfi testovani byla zvolena hodnota poloméru pro vsechny aminokyseliny na 5A).
Vznikly simulac¢ni program vyuzivd metodu navrhu stavii pomoci otoceni ¢asti
fetézce kolem pivota a vyhodnoceni stavu metodou Monte Carlo. Program také
implementuje nékteré néstroje pro vyhodnoceni simulace (vypocet pruméru ze si-
mulovanych veli¢in a vypocet chyby blokovou metodou). Architektura programu
je vytvorena tak, aby umoznovala snadné zmény v implementaci potencidlové
funkce.

Testovani a limity programu

Program byl testovan na 12 proteinech a byl zjistén rozdil v kvalité simu-
laci pro kratké (méné nez 88 aminokyselin) a dlouhé (111 aminokyselin a vice)
fetézce proteinu. Zatimco pii simulacich kratkych fetézcu se struktury sbalily
podle ocekavani, u dlouhych proteinu se nesbalila prosttedni ¢ast fetézce a vy-
tvortila vycnivajici smycku. Tomu by se dalo zabréanit rozsifenim moznosti navrhu
stavu. Vyvoj potencialu v systému neukazal nic ne¢ekaného. V prubéhu simu-
lace ma potencial spise klesajici trend, ktery byl zpusobeny pouzitim metody
simulovaného zihani.

Moznosti vyvoje algoritmu a programu

Na zaveér ukazuji dalsi moznosti vyvoje programu. Kromé pohybu fetézce okolo
pivota je pro simulaci dlouhych fetézcu nutné implementovat dalsi typ ndvrhu
stavu, ktery bude fungovat lokalné. Déle navrhuji drobna vylepseni a zménu verze
programovaciho jazyka na Java 8.

Pridani dalsi metody navrhu nového stavu

Pro vyuziti programu pro dlouhé tetézce je nutné rozsitit metodu navrhu
stavu. Konkrétné je potreba pridat moznost pohybu malého segmentu vlakna,
naptiklad ”svihadlovy” pohyb. Ten by fungoval tak, ze budou vybrany dva ndhodné
pivoty z reprezentaci aminokyselin a celd podmnozina reprezentaci aminokyselin
mezi nimi bude oto¢ena o nahodny 1hel kolem osy dané vybranymi dvéma pivoty.
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Tim by se umoznil pohyb i v rdmci smycky, ktera vyénivala ze sbalené struktury
u delsich fetézct.

Vhodné by bylo udélat pravdépodobnéjsim ”Svihadlovy” pohyb pro méné vzdalené
pivoty. Tak by se umoznil pohyb fetézce lokalné, oproti globdlnimu pohybu v
ramci celé struktury, ktery ma mensi Sanci na prijeti (snadno dojde napiiklad
k prekryvu dvou aminokyselin). Zvysila by se tim dynamika systému béhem si-
mulace. Zaroven by se nenarusil princip navrhu stavu, ktery neméni vzdalenosti
mezi aminokyselinami.

Protoze bude program pouzivan dal v ramci SirStho projektu vyzkumného
tymu, bylo by vhodné implementovat do néj jesté dalsi vylepseni.

Moznosti vylepSeni potencialovych funkci

Rozlisovani mezi jednotlivymi typy aminokyselin je v programu zajisténo po-
moci tabulky hodnot epsilon vyuzivanych pii vypocétu nevazebného, Lennard-
Jonesova potencialu. Pro vylepseni tohoto rozliSovani by bylo mozné ptidat hod-
noty polomeéru jednotlivych aminokyselin specificky pro dany typ aminokyseliny.

Jinou moznosti vylepseni funkce nevazebného potencialu, muze byt zména
Lennard-Jonesova potencialu na potencial ziskany pomoci Boltzmannovy inverze
z realnych struktur. Podobné uz byla tato zména implementovana u bending a
dihedralniho potenciadlu. Timto by zménilo chovani peptidu z hlediska vzdalenosti
pomoci Boltzmannovy inverze ma dvé minima (lok&lni minima pro dvé vzdalenosti),
nikoli jedno minimum jako Lennard-Jonesuv potencidl [19]. Dalsi mozn4 alterna-
tiva, Mieuv potencidl, jiz byla zminéna v kapitole Metody.

Idealni by bylo zkombinovat piistupy zminéné v predchozich odstavcich, tedy
vytvorit potencidlové funkce pomoci Boltzmanovy inverze, které ale budou spe-
cifické pro jednotlivé kombinace typu aminokyselin. To by bylo mozné udélat i
pro uhlové potencidly. Vyhledové se tato moznost v projektu celého vyzkumného
tymu zvazuje. Architektura programu tuto moznost umoznuje, stacilo by pozmeénit
jiz existujici funkce a pridat nacitani dalsich vstupnich souboru, tentokrat se spe-
cifickymi potencidly. Seznamy/matice pro nové potencidly je mozné dét jako atri-
but objektu tiidy SimSpace a pouzit je pii vyhodnocovani potencialové funkce v
metodé pivotMoves tiidy App.

Pridani téchto moznosti by do budoucna mohlo umoznit i vznik sekundarnich
struktur béhem simulace.

Zmenseni rozsahu uhlu otoceni

Drobnosti, ktera by ale mohla pomoci zvysit podil prijatych stavi, by bylo
zmensit maximalni hel otoceni fetézce béhem navrhu nového stavu. Testovanych
0.5rad pohnulo s fetézcem casto natolik, ze u nové konformace doslo naptiklad k
protnuti reprezentaci aminokyselin, coz je stav, ktery témeér neni mozné prijmout.
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Zmeéna verze na Javu 8

7 hlediska implementace simulacniho programu by bylo vhodnéjsi program
vytvorit v platformé Java verze 8. Zvolend Java 17 sice umozinuje navic nékteré
funkcionality, které Java 8 nema. Bohuzel ale Java 17 neni podporovana Metacen-
trem, které je v eském akademickém prostiedi vyuzivano pro gridové vypoctyll]
Vypocty na gridu by umoznily rychlejsi simulace vétstho mnozstvi struktur. Proto
by bylo vhodné program pievést i do Javy 8.

1Vice viz stranky Metacentra, www.metacentrum. cz.
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Seznam obrazku

21

Zde jsou zobrazeny schematicky aplikacni rozsahy pro ruzna rozliseni: |

kvantove, celoatomarni, zhrubené a "mesoscale”rozliseni. Na obrazku |

jsou videt priblizné rozsahy ¢asovych a prostorovych jednotek pouzivanych

na dané urovni zjednoduseni. Obrazek pochazi z prace Kmiecik |

2006 TTO1] - - -« o o oo 7

R2

Na obrazku vidime vice typu zjednoduseni. (A) je zjednodusent

na C, atomy, (B) Cs, (C) C, + Cgs, (D) backbone, tedy peptid

bez postrannich retézcu, (E) backbone + Cjg, (F) pouze postranni

retézce, (G) vsechny atomy, (H) model "MARTINI”, ktery ma re-

prezentace jak backbone tak postrannich retézcu, tento model je

vice popsan v praci Marrink 2007 [18], (I) zjednodusena reprezen- |

tace celé struktury, pouzivana pro zduraznéni sekundarnich struk- |

tur proteinu. Obréazek prevzaty z prace Postic 2021 [17]] . . . . . 8

B3

Prubéh funkce Lennard-Jonesova potencialu pro zadané parametry.| 9

24

Funkce bending potencialu vytvorena pomoci Boltzmannovy in- [

verze Markétou Pavlikovou v rdmci jeji bakalarské prace [19]. Tato |

potencialova funkce byla pouzita k testovani simulacniho programu. |

B5

Na schématu jsou vidét dvé poloroviny dané body 1-4. ¢ oznacuje |

dihedraln{ dhel. Obrazek je prevzaty z publikace Kolafa 2015 [22]] 12

2.6 Graf ukazuje prubéh funkce dihedralniho potencidlu pouzité pii [

testovani programu. Funkce byla ziskana pomoci Boltzmannovy in- [

verze [19] z redlnych struktur proteinu. Jsou zde vidét dvé vyrazna

lokdlni minima, jedno (globalni) v bodé [0.88, -10.36] a druhé v

bodeé [-2.89, -8.88|. Oblasti kolem téchto minim odpovidaji sekundarnim

strukturam alpha helixum a beta listum. . . . . . ... ... ... 13
BIshorfl . . . ... .. 28
[3.2  Prubéhy potencialu simulovanych proteinu. Pouzita pouze data z [

| produktivniho ¢asti behu simulace. Legenda u prvniho grafu plati [
[ pro vsechny. Potencial se méni v dusledku zmény teploty| . . . . . 29
[3.3 Barevny kod pouzity v ukazkach simulovanych struktur| . . . . . 29
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Priloha A

Fasta sekvence zkoumanych
proteinu

>pdb|1dywlA
MSRSKVFFDITIGGKASGRIVMELYDDVVPKTAGNFRALCTGENGIGKSGKPLHFKGSKFHRITPNFMI
QGGDFTRGNGTGGESIYGEKFPDENFKEKHTGPGVLSMANAGPNTNGSQFFLCTVKTEWLDGKHVVFGR
VVEGLDVVKAVESNGSQSGKPVKDCMIADCGQLKA

>pdb|1123] A
MNIFEMLRIDEGLRLKIYKDTEGYYTIGIGHLLTKSPSLNAAKSELDKATIGRNCNGVITKDEAEKLFNQ
DVDAAVRAILRNAKLKPVYDSLDAVRRCALINMVFOMGETGVAGFTNSLRMLOQKRWDEAAVNLAKSRW
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|31j8]A
SFPVQILPNLYLGSARDSANLESLAKLGIRYILNVTPNLPNFFEKNGDFHYKQIPISDHWSQNLSRFFP
EATEFIDEALSQNCGVLVHCLAGVSRSVTVTVAYLMQKLHLSLNDAYDLVKRKKSNISPNFNFMGQLLD
FERSLRLE

>pdb|4mq3|A
GSHMGIWQMDCTHFDGKIILVGIHVESGYIWAQIISQETADCTVKAVLQLLSAHNVTELQTDNGPNFKN
QKMEGVLNYMGVKHKFGIPGNPQSQALVENVNHTLKVWIQKFLPETTSLDNALSLAVHSLNKK

>pdb |5ttt A
MSWMQNLKNYQHLRDPSEYMSQVYGDPLAYLQETTKFVTEREYYEDFGYGECFNSTESEVQCELITGEF
DPKLLPYDKRLAWHFKEFCYKTSAHGIPMIGEAPLEHHHHHH

>pdb | 5wrx | A

VARGWGRKCPLFG

>pdb|6iws|A
HMLAKEDYYQILGVPRNASQKEIKKAYYQLAKKYHPDTNKDDPKAKEKFSQLAEAYEVLSDEVKRKQYD
AYGS
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