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Streszczenie

Biatka sg liniowymi polimerami najczesciej pochodzenia biologicznego sktadajacymi
sie z reszt aminokwasowych potaczonych wigzaniami peptydowymi. Przyjmuja one
ztozona, kilkupoziomowa strukture tréjwymiarowa warunkujaca petnienie przez biatka
wyspecjalizowanych funkcji. Badanie tej struktury jest istotnym zagadnieniem w bio-
logii molekularnej i biochemii. W zywych organizmach biatka pelnig wiele roznorakich
funkcji, do najwazniejszych mozemy zaliczy¢ enzymatyczna, strukturalna, mechaniczna
i receptorows.

Dynamika molekularna jest techniks pozwalajaca na symulowanie ruchu atoméw
w danym systemie przy wykorzystaniu réwnan dynamiki Newtona. Dynamika moleku-
larna z wymiang replik jest odmiang tej metody, w ktorej jednoczesnie symulowane jest
kilka kopii (replik) uktadu w réznych temperaturach. W okreslonych odstepach czasu
temperatury sa wymieniane pomiedzy replikami, co pomaga w wyjsciu z lokalnych mi-
niméw energetycznych. Wynikiem takiej symulacji jest seria kolejnych struktur repre-
zentujacych ewolucje badanego uktadu molekularnego w czasie, razem z informacjami
o ich energii i temperaturze wystepowania. Jednym ze sposobéw analizy tych danych
jest analiza skupien (grupowanie). To proces dzielenia struktur w grupy pod wzgledem
okreslonych kryteriéw, takich jak podobienstwo strukturalne. Poszczegdlne grupy re-
prezentuja stany przejsciowe uktadu, a przejécia pomiedzy nimi moga by¢ analizowane
z wykorzystaniem metody fancuchéw Markova. Lancuch Markova to matematyczny,
stochastyczny model opisujacy zmiany stanu uktadu w czasie.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizmu fatldowania, czyli
sposobu uzyskiwania struktury trzeciorzedowej, dla kilku wybranych biatek. Chciatem
zweryfikowa¢ nastepujaca hipoteze badawczg: Biatka nie posiadajg jednej dominuja-
cej Sciezki fatldowania rozumianej jako jednoznaczna i powtarzalna sekwencja zdarzen
prowadzaca od struktury catkowicie rozwinietej do konformacji natywnej. Dodatkowo

struktura natywna nie jest idealnie stabilna i biatko moze z niej rozwijaé si¢ w rdzne,



czesciowo zwiniete struktury. Tworzy sie w ten sposéb sieé¢ czedciowo stabilnych stanow
ktora chciatem pokazaé.

Moja strategia umozliwiajaca osiggniecie tego celu byto przeprowadzenie analizy
skupien struktur pochodzacych z symulacji, budowa modelu Markova na jej podsta-
wie 1 uzyskanie diagraméw przej$s¢ pomiedzy otrzymanymi grupami struktur. Uzy-
lem do tego zmodyfikowanego przeze mnie Algorytmu Najblizszego Sasiada. Srodkiem
technicznym do realizacji celu pracy byt program, ktéry zaprojektowatem i napisatem
w jezyku C z wykorzystaniem biblioteki OpenMP shuzacej do przeprowadzenia obliczen
rownolegtych. We wspoétpracy z Wydziatem Chemii UG przeprowadzitem symulacje
dynamiki molekularnej z wymiang replik wybranych biatek, ktore nastepnie przeanali-
zowatem przy pomocy wspomnianego programu. Udato mi sie pozytywnie zweryfikowaé

moja hipoteze badawcza dla kilku wybranych biatek w dwdéch réznych polach sitowych.
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Summary

Proteins are linear polymers, usually of biological origins. They consist of amino-acid
residues linked by peptide bonds. They have complicated, multi-level, three-dimensional
structure, which determines their specialized functions. Studying this structure is an im-
portant issue in molecular biology and biochemistry. In living organisms proteins fulfill
many different roles, most importantly enzymatic, structural, mechanical and signaling.

Molecular dynamics is a technique enabling simulation of atoms in a given system
using Newtonian mechanics. Replica exchange molecular dynamics is a subtype of this
method, where several copies (replicas) of given system are simulated simultaneously
in different temperatures. Temperatures are exchanged between replicas at defined time
intervals, which helps in escaping local energy minima. The outcome of such simulation
is a time series of structures representing evolution of studied molecular system, with
information about each structure energy and temperature. One method used to analyze
this data is clustering. It is a process of dividing structures into groups by defined
criteria, such as structural similarity. Different groups represent different system states
and transitions between them can be analyzed with Markov Chains. Markov Chain
is a mathematical, stochastic model of behavior of given system.

The aim of this doctoral thesis was to investigate the folding mechanism, i.e. the path
molecules follow to accomodate a tertiary structure, for several selected proteins.
I wanted to verify the following research hypothesis: Proteins do not have one domi-
nant folding pathway understood as an unambiguous and repetitive sequence of events
leading from a fully extended structure to a native conformation. Moreover, the native
structure is not perfectly stable and a protein can unfold into various, partially folded
structures. This creates a network of partially stable states, which I wanted to show.

My strategy to achieve this goal was to use the clustering analysis of molecular
structures obtained from simulations, and to build a Markov model using obtained

clusters and subsequent preparation of transition graphs between obtained groups



of structures. To reach it I used a modified Nearest Neighbor Algorithm. The tech-
nical means to achieve my goal was a computer program, which I designed and written
using C programming language with OpenMP library for parallelization. In cooperation
with the Chemistry Faculty of UG I carried out replica exchange molecular dynam-
ics simulations of chosen proteins and analyzed their results with mentioned program.

I succesfully verified my research hypothesis for several selected proteins in two different

force fields.
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1. Biatka

Biatka sa jednym z rodzajow makromolekut biologicznych, czyli duzych czasteczek
organicznych pelnigcych réznorakie funkcje w organizmach zywych. Poza biatkami za-
liczamy do nich takze kwasy nukleinowe, lipidy i polisacharydy. Biatka sktadaja sie
z potaczonych liniowo reszt aminokwasowych. Przyjmuja one skomplikowana, kilku-
poziomowg strukture przestrzenng, ktéra pozwala im na pelnienie okreslonych funkcji
biologicznych. Sa, miedzy innymi, waznymi katalizatorami reakcji chemicznych zacho-

dzacych w organizmie|1].

1.1. Budowa

Biatka sg liniowymi polimerami sktadajacymi sie z reszt aminokwasowych pota-
czonych wigzaniami peptydowymi. Najmniejsze zbudowane sa z okoto 50 reszt amino-
kwasowych, natomiast najwigksze moga si¢ sktada¢ z kilku tysiecy. Krotsze polimery
ztozone z reszt aminokwasowych nazywane sg peptydami. Granica wielko$ci pomie-
dzy peptydami a biatkami jest niecostra. Zwykle przyjmuje si¢, ze biatka posiadaja
zdefiniowang strukture trzeciorzedows, natomiast peptydy posiadaja duza swobode

konformacyjna i ich struktura jest reprezentowana przez zbiér konformacji[l, 2].

1.1.1. Aminokwasy

Aminokwasy sa zwiazkami organicznymi posiadajacymi grupe aminowa (-NHs)
i grupe karboksylowa (-COOH). W aminokwasach biatkowych (czyli wystepujacych na-
turalnie w biatkach) te 2 grupy funkcyjne przytaczone sa kowalencyjnie do tego samego
atomu wegla - tzw. wegla a. Takie aminokwasy nazywamy a-aminokwasami. Amino-
kwasy w ktorych te grupy przytaczone sa do réznych atoméw wegla nazywamy w za-

leznosci od liczby atoméw pomiedzy tymi grupami: f-aminokwasami, y-aminokwasami

16



itd. W aminokwasach biatkowych do atomu wegla o przytaczone sa kowalencyjnie row-
niez atom wodoru oraz tancuch boczny (oznaczany R), czyli grupa atoméw decydujaca
o0 jego wlasciwosciach chemicznych w biatku. W pH obojetnym aminokwasy wystepuja
w formie jonu obojnaczego, czyli ze sprotonowang grupa aminows, (-NHZ) i zjonizowana
grupa karboksylowa (-COO™). Dzieki temu moga dobrze rozpuszczaé sie w wodzie|[3].

W przyrodzie wyrdzniamy 20 podstawowych aminokwaséw biatkowych. Wszystkie
poza glicyna posiadaja izomery optyczne (enancjomery) oznaczane jako L i D. Wynika
to z obecnosci asymetrycznego (chiralnego) atomu wegla a. W biatkach wystepujacych
naturalnie znajduja si¢ przewaznie izomery L aminokwasow. [zomery D wystepuja w or-
ganizmach zywych duzo rzadziej. Wchodza na przyktad w sktad scian komdrkowych
bakterii Gram-dodatnich i odkryto je w tkance mézgowej[1, 2|. Istnieje niewielka grupa
dodatkowych aminokwasow biatkowych wykorzystywanych przez niektére organizmy.
Zaliczaja sie do nich selenocysteina i pirolizyna[4]. Po utworzeniu biatka tanicuchy
boczne reszt aminokwasowych moga ulega¢ wielu roznym dodatkowym modyfikacjom
chemicznym zmieniajacym ich wlasciwosci (stabilno$é, rozpuszezalnosé, sposéb oddzia-
lywania z innymi aminokwasami). Nazywamy je modyfikacjami posttranslacyjnymi[5].

Podstawowe aminokwasy biatkowe dzielimy na kategorie w zaleznosci od wtasci-
wosci ich tancuchéw bocznych. Pod wzgledem budowy wyrdzniamy grupy aminokwa-
sow aromatycznych i alifatycznych. Pod wzgledem tadunku i polarnosci niepolarne
(hydrofobowe), polarne bez tadunku, kwasne i zasadowe. Wyrdzniamy takze grupe
aminokwasow zawierajacych siarke. Kazdy aminokwas biatkowy posiada dwa skrétowe
identyfikatory: jednoliterowy i trzyliterowy|[1]. Ich wzory strukturalne oraz obydwa ro-
dzaje skroconych oznaczen przedstawione sa na rysunku 1.2. Podzial aminokwasow
biatkowych na kategorie pokazuje rysunek 1.1.

Oproécz bycia budulcem bialek aminokwasy petnia takze inne funkcje biologiczne.

Sa miedzy innymi:

— Substratami biosyntezy zasad azotowych wchodzacych w sktad kwaséw nukleino-
wych (puryn i pirymidyn) oraz innych zwiazkéw.
— Sktadnikami peptydéw bedacych hormonami, neuromodulatorami i neuroprzekaz-

nikami.

17



Rysunek 1.1. Diagram Venna przedstawiajacy podzial aminokwaséw biatkowych na katego-
rie. Zrédlo: [6]

— Sktadnikami peptydéw bedacych antybiotykami i lekami przeciwnowotworowymi.

— Skfadnikami peptydéw bedacych toksynami mikroorganizméw/(2].

1.1.2. Wigzanie peptydowe

Grupa a-aminowa jednego i a-karboksylowa nastepujacego po nim aminokwasu
uczestniczg w tworzeniu charakterystycznego wigzania amidowego, nazywanego takze
wigzaniem peptydowym. Ze wzgledu na ten sposéb taczenia monomerow okresla sie
biatka jako liniowe polimery. Powstanie wigzania peptydowego wymaga dostarczenia
energii, ale samo wigzanie jest stabilne kinetycznie. Reakcja ta powoduje takze uwol-
nienie czasteczki wody (H>0). W zwiazku z tym aminokwasy polaczone wiazaniem
peptydowym formalnie nazywa sie¢ resztami aminokwasowymi[l].

Wiazanie peptydowe jest ptaskie. Ma ono czesciowo charakter wigzania podwdjnego,
co uniemozliwia rotacje wokot niego i naktada ograniczenia na konformacje jakie moze
przyjac¢ tancuch polipeptydowy. W dwoch resztach aminokwasowych nim potaczonych

w jednej plaszczyznie wystepuje szes¢ atomoéw: obydwa atomy wegla a oraz grupy CO
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Rysunek 1.2. Wzory strukturalne przedstawiajace 20 podstawowych aminokwaséow wystepu-
jacych w bialkach, wraz z ich oznaczeniami jedno i trzyliterowymi. Zrédto: Wtasne na pod-
stawie [3].
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Rysunek 1.3. Dwie reszty aminokwasowe potaczone wiazaniem peptydowym (zielony) w kon-

formacji trans. Niebieskim obramowaniem zaznaczono ptaski fragment czasteczki. Czerwonym

kolorem oznaczono katy torsyjne wystepujace w tancuchu gtéwnym. Zrédto: Wiasne na pod-
stawie [1].

i NH tworzace wigzanie peptydowe. W wyniku tego wiazanie peptydowe moze przyj-
mowa¢ dwie konformacje réznigce sie od siebie obrotem o 180° wokoét tego wigzania:
cis i trans. Ze wzgledu na zawady steryczne w konformacji cis konformacja trans wy-
stepuje w biatkach duzo czesciej. Ilustracja 1.3 przedstawia dwie reszty aminokwasowe
potaczone wigzaniem peptydowym w konformacji trans i ptaski fragment czasteczki.
W tancuchu gtéwnym w kazdej reszcie aminokwasowej mozliwy jest obrét wokot dwoch
wigzan. Pierwszym jest wigzanie pomiedzy grupa aminowg a atomem wegla «. Kat ro-
tacji woko6t niego nazywamy fi (¢). Drugim jest wiazanie pomiedzy atomem wegla «
a atomem wegla nalezacym do grupy karbonylowej. Kat rotacji wokot niego nazywamy
psi (). Z powodu zawad sterycznych w biatkach wystepuja tylko pewne, okreslone
kombinacje wartosci tych katow[1]. Wizualizuje to wykres Ramachandrana. Dozwolone
kombinacje wartosci katéw ¢ i ¢ skupiaja sie w kilku fragmentach tego wykresu[7].

Wykres ten pokazany jest na rysunku 1.4.

1.1.3. Struktura pierwszorzedowa biatek

Polimer zbudowany z reszt aminokwasowych potaczonych wigzaniem peptydowym
nazywamy tancuchem polipeptydowym. Na jednym jego koncu znajduje si¢ grupa
a-aminowa i nazywamy go N-koncem. Na drugim znajduje si¢ grupa a-karboksylowa

i nazywamy go C-konicem. Przez obecnosé tych dwoch réznych koncow méwimy, ze tan-
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Rysunek 1.4. Wykres Ramachandrana. Na osiach x i y przedstawiono odpowiednio wartosci

katéw ¢ i 1. Kolor zielony pokazuje ich kombinacje wystepujace w biatkach. Ciemniejszym

kolorem zaznaczono najczestsze wartosci. Kolorem rézowym oznaczono obszary wykresu od-
powiadajace strukturom drugorzedowym. Zrédlo: [1].
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Rysunek 1.5. Schematycznie przedstawiony tancuch peptydowy. Niebieskim obramowaniem
zaznaczono poszczegollne reszty aminokwasowe. Zrodlo: Wiasne na podstawie [1].

cuch polipeptydowy jest spolaryzowany. Lancuch polipeptydowy dzielimy na tancuch
gtowny i tancuchy boczne. W sktad tancucha gtéwnego wchodzg atomy wegla « oraz
grupy peptydowe taczace kolejne reszty aminokwasowe. Kolejnosé reszt aminokwaso-
wych w tancuchu polipeptydowym, rozpoczynajac od N-konca nazywamy struktura
pierwszorzedowa biatka[3]. Przyktadowy tanicuch peptydowy pokazuje rysunek 1.5.

W wielu biatkach pomiedzy resztami aminokwasowymi wystepuja wigzania kowa-
lencyjne inne niz peptydowe. Najczesciej wystepujacym wiazaniem tego typu jest mo-
stek disulfidowy. Powstaje on na skutek utlenienia dwoch reszt tiolowych (-SH) w wy-
niku czego powstaje wiazanie pomiedzy atomami siarki. W biatkach tworzy sie ono
pomiedzy dwoma tancuchami bocznymi reszt cysteiny. Powstaly w ten sposob zwigzek
nazywamy cystyna[l, 2]. Innym przykladem jest wigzanie sulfiliminowe wystepujace
pomiedzy metioning a pochodng lizyny - hydroksylizyna. Wystepuje w nim podwdjne

wiazanie pomiedzy siarka a azotem|[8].

1.1.4. Struktura drugorzedowa

Struktura drugorzedowa biatka okresla strukture przestrzenng aminokwasow znaj-
dujacych sie blisko siebie w sekwencji tancucha polipeptydowego. Jest ona stabilizo-
wana gtéwnie przez wigzania wodorowe powstajace pomiedzy grupami peptydowymi
i definiowana przez zestawy katow ¢ i ¢ wystepujace w danym fragmencie biatka. Naj-
powszechniejszymi strukturami drugorzedowymi sa « helisa i § kartka. Oprocz nich

wystepuja takze petle, zwroty (ang. turns) i inne struktury[1].
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Rysunek 1.6. Schematycznie przedstawiona struktura a helisy. Po lewej rzut z boku struk-
tury, po prawej z gory. Liniami przerywanymi zaznaczone sa wigzania wodorowe stabilizujace
strukture. Zrédlo:[1].

Helisa « jest ciasno upakowana, cylindryczng, skrecong strukturg. Jej rdzen two-
rzony jest przez tancuch gléwny, a tancuchy boczne wystaja z niego na zewnatrz
czasteczki. Jest ona stabilizowana przez wiazania wodorowe tworzace si¢ pomiedzy
grupa « karbonylowa jednej reszty aminokwasowej a fragmentem NH grupy pepty-
dowej reszty aminokwasowej znajdujacej sie o cztery pozycje dalej w sekwencji poli-
peptydowej. Kazda kolejna reszta aminokwasowa jest obrécona o kat 100° wzgledem
poprzedniej (na pelny obrét formalnie przypada 3,6 reszt aminokwasowych) i przesu-
nieta o 0.15nm wzdtuz osi struktury. a helisa moze by¢ zaréwno prawo jak i lewo-
skretna. Ze wzgledu na zawady steryczne struktura prawoskretna jest energetycznie
uprzywilejowana i ogromna wiekszo$¢ « helis w biatkach wystepuje w tej formie[l].
Odpowiadajace jej obszary na wykresie Ramachandrana pokazane sg na rysunku 1.4.
Jej schematyczny model przedstawiam na rysunku 1.6.

Struktura [, nazywana zazwyczaj [ kartka albo 8 harmonijka sktada sie z co naj-
mniej dwoch odcinkow tancucha polipeptydowego nazywanych wstazkami lub ni¢mi 3.

Pojedyncza nié¢ (3 jest rozciggniety strukturg w ktorej tancuchy boczne sgsiednich reszt
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Rysunek 1.7. Schematycznie przedstawiona struktura ( kartki. Strzatki po prawej stronie
wskazujg kierunek w jakim biegnie tancuch polipeptydowy. Liniami przerywanymi zaznaczone
sa wiazania wodorowe stabilizujace strukture. Zrédto:[1].

aminokwasowych sg zwrocone w przeciwnych kierunkach. Odlegtoéé pomiedzy sasied-
nimi aminokwasami wynosi 0.35 nm. Dwie nici # oddziatuja ze soba poprzez wiazania
wodorowe pomiedzy grupami « karbonylowymi i fragmentami NH grup peptydowych
nalezacych do réznych nici. Fragmenty tancucha polipeptydowego tworzace poszcze-
gblne nici § moga wzgledem siebie biec w tym samym kierunku (réwnolegta 3 kartka)
albo w przeciwnych kierunkach (antyréwnolegla 3 kartka). 3 kartke moze tworzy¢ rozna
liczba nici. Najczesciej jest ich 4 albo 5, ale moze by¢ ich nawet kilkanascie. Struktura
ta jako cato$¢ moze byé¢ zaréwno plaska jak i skrecona[l]. Odpowiadajacy jej obszar
na wykresie Ramachandrana pokazany jest na rysunku 1.4. Schematyczny model tej
struktury przedstawiam na rysunku 1.7.

Zwroty (ang. turns) tworzone sa przez dwie do szesciu reszt aminokwasowych. Dzieli
sie je na klasy, oznaczane greckimi literami, w zaleznosci od liczby reszt aminokwaso-
wych je tworzacych. Najczesciej wystepuja zwroty 3 sktadajace sie z czterech reszt ami-
nokwasowych. Pierwsza potaczona jest z czwarta przez wigzanie wodorowe, co skutkuje
ostrym zwrotem o 180° przestrzennego przebiegu tancucha polipeptydowego. Poszcze-
gblne klasy zwrotow dzielimy na podtypy w zaleznosci od zestawéw wartosci katow
torsyjnych wystepujacych w ich tancuchu gtéwnym. Cecha charakterystyczna zwro-

tow jest ich regularnosé. Poszczegélne klasy sa dobrze zdefiniowane pod wzgledem
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struktury i tworzonych wigzan wodorowych. Petle sktadaja sie z szesciu lub wiecej
reszt aminokwasowych, wiecej niz jest to potrzebne do potaczenia fragmentéw innych
struktur drugorzedowych. Od zwrotéw roznia sie przede wszystkim tym, ze przyjmuja
nieregularne, ale specyficzne konformacje stabilizowane przez oddzialywania z innymi
regionami biatka. Czesto pelnia wazne funkcje biologiczne, uczestniczac w wigzaniu
substratu i katalizie. Obydwa te typy struktur powodujg zmiane kierunku w ktérym
tancuch polipeptydowy biegnie w przestrzeni, a zwroty dodatkowo stabilizuja nagtle
zmiany tego kierunku. Czesto znajduja si¢ one pomiedzy dwoma fragmentami tancu-
cha polipeptydowego tworzacymi struktury a albo (. Przyktadem moze by¢ motyw
strukturalny ni¢ g - zwrot § - ni¢ 3, nazywana strukturg spinki do wloséw. Obydwa
typy struktur wystepuja najczesciej na powierzchni zwinietego biatka i czesto biorg
udzial w jego oddzialywaniach z innymi czasteczkami[l, 2, 9].

Opisane powyzej struktury sa najczesciej wystepujacymi strukturami drugorzedo-

wymi biatek. Poza nimi wystepuja tez inne, takie jak:

— helisa 31¢ - prawoskretna helisa w ktorej kolejne reszty aminokwasowe obrocone sa
0 120° wzgledem poprzednich i przesuniete o 0.20 nm wzdtuz osi struktury. Wigzania
wodorowe tworza sie pomiedzy grupa a karbonylowa jednej reszty aminokwasowej
a fragmentem NH grupy peptydowej reszty aminokwasowej znajdujacej sie o trzy
pozycje dalej w sekwencji polipeptydowej[10].

— helisa 7 - prawoskretna helisa w ktorej kolejne reszty aminokwasowe obrocone sg
0 83° wzgledem poprzednich i przesuniete o 0.115 nm wzdtuz osi struktury. Wigzania
wodorowe tworzg sie pomiedzy grupa a karbonylowa jednej reszty aminokwasowej
a fragmentem NH grupy peptydowej reszty aminokwasowej znajdujacej sie o pie¢
pozycji dalej w sekwencji polipeptydowej[11].

— helisy poliprolinowa - helisy sktadajace sie z reszt proliny. Nie posiadajg wewnetrz-
nych wigzan wodorowych. W helisie prawoskretnej kolejne reszty obrocone sg o okoto
110° wzgledem poprzednich i przesuniete wzdhuz osi struktury o 0.19nm. W lewo-

skretnej kolejne reszty obrécone sa o 120° i przesuniete o 0.31 nm|[12].
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1.1.5. Struktura trzecio i czwartorzedowa

Strukturg trzeciorzedowa biatka nazywamy specyficzne utozenie w przestrzeni ca-
tego pofatldowanego tancucha polipeptydowego. Stabilizowana jest ona przez oddziaty-
wania wewnatrzczasteczkowe reszt aminokwasowych. Reszty aminokwasowe o hydro-
fobowych tancuchach bocznych maja tendencje do wystepowania we wnetrzu biatka,
natomiast polarne wystepuja w wiekszosci na jego powierzchni. Od tej reguty sa wy-
jatki. Na przyktad biatka znajdujace si¢ w btonach biologicznych posiadaja hydrofo-
bowe tancuchy boczne zlokalizowane na powierzchniach znajdujacych sie na granicy
biatko-btona. Reszty hydrofilowe znajdujace sie wewnatrz biatek pelnig réznorodne
funkcje, na przyktad stabilizujace, enzymatyczne i kompleksujace jony metali[l, 2].

W tancuchu gtéwnym grupy aminowe i karbonylowe ktore nie tworza wigzan wo-
dorowych sa hydrofilowe i wystepuja zazwyczaj na powierzchni czasteczek. « helisy
i 0 kartki maja te grupy precyzyjnie sparowane i czesto posiadaja charakter amfipa-
tyczny. Oznacza to, ze tancuchy boczne po jednej stronie struktury sg hydrofobowe
i skierowane do wnetrza bialtka, a po drugiej stronie charakter hydrofilowy i sa skiero-
wane na zewnatrz, w kierunku srodowiska[l]. Gléwnymi czynnikami stabilizujacymi
strukture przestrzenna sa wigzania wodorowe, mostki solne (oddzialywania pomie-
dzy przeciwnie naladowanymi tancuchami bocznymi) i opisane przeze mnie juz weze-
$niej wiazania disulfidowe[2]. Przykladowy model pokazujacy strukture trzeciorzedows
biatka przedstawiam na rysunku 1.8.

Pojedynczy, zwiniety tancuch polipeptydowy moze pod wzgledem strukturalnym
sktadac si¢ z kilku domen. Domena jest rejonem tancucha, ktéry moze zwijaé sie i ist-
nie¢ niezaleznie od reszty biatka. Pojedyncza domena pelni okre$long funkcje chemiczng
lub fizyczna, jak wigzanie substratu lub kotwiczenie w btonach komorkowych. Domeny
sktadaja sie z od okoto 30 do ponad 400 reszt aminokwasowych. Domeny na jednym tan-
cuchu polipeptydowym potaczone sg jego krotkimi, elastycznymi odcinkami. W sktad
jednego tancucha polipeptydowego moga wchodzi¢ zaréwno takie same jak i rézne
domeny|1, 2|.

Biatka mogg sktadac sie z jednego albo kilku osobnych tancuchéw polipeptydowych

nazywanych podjednostkami albo protomerami. Strukturg czwartorzedows nazywamy
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Rysunek 1.8. Model wstegowy struktury trzeciorzedowej izomerazy fosfotrioz. Zrédto:[2].

wzajemne utozenie przestrzenne tych podjednostek i sposéb w jaki oddziatuja one mig-
dzy soba. Biatka mogg sie sktada¢ zarowno z takich samych jak i r6znych podjednostek.
O biatku sktadajacym si¢ z dwoch podjednostek méwimy, ze jest dimerem, trzech -
trimerem itd. Jesli podjednostki biatka sg identyczne méwimy o nim, ze jest homo-
dimerem, homotrimerem, itd. W przeciwnym wypadku, jesli podjednostki sg rézne,

méwimy o heterodimerze, heterotrimerze itd[1, 2].

1.2. Proces zwijania biatek

Lancuch polipeptydowy tworzacy biatko petni okreslong funkcje biologiczng tylko
wtedy, kiedy jest prawidtowo zwiniety (pofatdowany) w okreslona konformacje struk-
tury trzecio- lub czwartorzedowej. Konformacje taka nazywamy strukturg natywna.
Jest ona zazwycza]j najbardziej uprzywilejowana energetycznie sposrod wszystkich kon-
formacji krajobrazu energetycznego biatka. Jesli tancuch polipeptydowy jest rozwiniety
albo przypadkowo zwiniety w tzw. klebek statystyczny (na przyktad na skutek denatu-
racji przez temperature lub zwiazki chemiczne) nie jest w stanie pelnié¢ swojej funkeji.
Niewtadciwie zwiniete biatka mogg nawet w pewnych okolicznosciach by¢ toksyczne.

Przyktadowo choroby Alzheimera, Huntingtona i Parkinsona powodowane sg tworze-
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niem agregatéw biatkowych powstajacych w wyniku nieprawidtowego zwijania biatek|1,
2].

Proces w ktérym biatko przyjmuje okreslong konformacje nazywamy faldowaniem
albo zwijaniem si¢ biatka. W komorkach zachodzi on zazwyczaj w czasie do 1 sekundy.
Pojedyncza makromolekuta moze w trakcie swojego istnienia w komorce wielokrotnie
sie zwijaé 1 (zazwycza] czeSciowo) rozwijaé. Proces ten nie jest obecnie w pelni po-
znany i zrozumiany. Wiadomo, ze nie moze zachodzi¢ catkowicie przypadkowo, gdyz
nawet w przypadku prostych biatek przeszukanie wszystkich mozliwych konformacji
w poszukiwaniu natywnej zajetoby czas znaczaco przekraczajacy wiek Wszechswiata.
Te réznice pomiedzy obliczonym a faktycznym czasem potrzebnym do zwiniecia bialtka
nazywamy paradoksem Levinthala. Pokazuje on, ze na opisywany proces maja wpltyw
oddziatywania ukierunkowujace go i ograniczajace liczbe testowanych konformacji[13].

Hipoteza termodynamiczna Anfinsena mowi, ze trojwymiarowa struktura natywna
biatka w jego normalnym fizjologicznym $rodowisku jest struktura o najnizszej entalpii
swobodnej. Oznacza to, ze struktura natywna zalezy od sumy oddziatywan pomiedzy
atomami biatka, a przez to od jego sekwencji aminokwasowej[14]. Poszczegblne rodzaje
aminokwaséw roéznig sie zdolnoscig do tworzenia poszczegdlnych struktur drugorze-
dowych. Alanina, kwas glutaminowy i leucyna majg tendencje do tworzenia « helis,
walina i izoleucyna do 3 kartek, glicyna, asparagina i prolina do zwrotéw. Podane
aminokwasy moga wystepowaé¢ w pozostatych strukturach drugorzedowych, ale poja-
wiaja sie w nich rzadziej. Te tendencje wynikaja zaréwno z zawad przestrzennych jak
i wtasciwosci chemicznych ich tancuchéw bocznych. Pozwala to obecnie przewidywaé
strukture drugorzedowsg fragmentu tancucha polipeptydowego o danej sekwencji z do$é¢
duza doktadnoscia. Fakt, ze nie jesteSmy w stanie przewidzieé tej struktury z catkowita
pewnoscig wskazuje ze w jej definiowaniu i stabilizacji biorg udziat nie tylko bezposred-
nie oddzialywania pomiedzy sasiednimi resztami aminokwasowymi w sekwencji tancu-
cha polipeptydowego, ale takze oddzialywania pomiedzy bardziej odleglymi od siebie
fragmentami czasteczki[l, 2.

Wiele biatek jest w stanie zwina¢ sie prawidtowo ze stanu zdenaturowanego w roz-

tworze laboratoryjnym (in vitro), ale proces ten zachodzi wolniej i z mniejsza wydaj-
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noscia niz w srodowisku wnetrza komorki (in vivo). Inne biatka nie sa w stanie w ogodle
uzyskaé struktury natywnej in vitro tworzac czesciowo zwiniete struktury, nierozpusz-
czalne agregaty czy przypadkowe kompleksy. Powodem tego jest istnienie w komorce
biatek wspomagajacych zwijanie. Biatka opiekuncze uczestniczg u ssakéw w zwijaniu
ponad potowy biatek. Zapobiegaja one agregacji tancuchéw polipeptydowych przez
ostanianie hydrofobowych fragmentéw formujacej sie struktury i stabilizuja czesciowo
zwiniete biatka. Naleza do nich m.in. biatka szoku cieplnego (HSP - heat shock pro-
teins). Innym biatkiem wspomagajacym faldowanie jest izomeraza dwusiarczkowa ka-
talitycznie przyspieszajaca rozrywanie i tworzenie nowych mostkéw disulfidowychl[1,

9.

1.3. Modele procesu zwijania biatek

1.3.1. Model dwustanowy

Dwustanowy model kinetyki zwijania biatek zaktada, ze proces ten mozna opisaé
odwolujac sie tylko do dwoch standow konformacji biatka. Pierwszym z nich jest prawi-
dtowo zwiniete biatko, czyli struktura natywna (F). Drugim jest stan rozwiniety (U),
ktory jest rozumiany nie jako pojedyncza konformacja, ale jako zbior wszystkich konfor-
macji roznych od natywnej. Rozwiniete biatka znajduja si¢ w réwnowadze dynamicznej
obejmujacej wiele rozwinietych struktur reprezentujacych lokalne minima energetyczne
tego stanu. Przebywaja w nim dopodki nie zostang catkowicie zwiniete. Model ten mozna

przedstawi¢ ponizszym, prostym schematem:

F=U

Zastosowanie tego modelu dobrze opisuje kinetyke biatek w ktérych istnieje jeden pra-
widlowy, sfaldowany stan, a niesfaldowanych stanéw jest wiele, zaden nie jest uprzywi-

lejowany i biatko w trakcie faldowania moze swobodnie pomiedzy nimi przechodzi¢[15].
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1.3.2. Model trzystanowy

Kolejnym modelem kinetyki zwijania biatka jest model trzystanowy. Poza stanami
zwinigtym (F') i rozwinietym (U), takimi jak w modelu dwustanowym, wystepuje tez
stan posredni (I). Stan posredni to konformacja lub zbiér konformacji przez ktére
biatko przechodzi w trakcie zwijania i rozwijania sie. Konformacje te reprezentuja
lokalne minima energetyczne molekuty. Czasteczki w tym stanie zazwyczaj sa kom-
paktowe i zwiniete w struktury drugorzedowe ale nie maja poprawnej struktury trze-
ciorzedowej. Przejscia U = I sa zazwyczaj duzo szybsze niz F' = I. Model ten mozna

przedstawi¢ nastepujacym schematem:

F=I1=U

Zastosowanie tego modelu dobrze opisuje kinetyke biatek w ktorych istnieje wyrazny,
czesciowo sfatdowany i stabilny, bogaty w struktury drugorzedowe stan posredni po-

miedzy biatkiem caltkowicie zwinietym a rozwinietym[16, 17].

1.3.3. Model kondensacji wokdét zarodkéw strukturalnych

Model kondensacji wokot zarodkow strukturalnych jest kolejnym modelem zwija-
nia biatek. Zaktada on, ze proces ten zachodzi poprzez stabilizacje form posrednich.
Rozwiniete biatko ma okreslona energie swobodna, ktéra zmniejsza sie w trakcie zwi-
jania. Zachodzi to na skutek tworzenia sie wiazan wodorowych, agregacji hydrofobo-
wych tancuchéw bocznych wewnatrz czasteczki, tworzenia mostkéw disulfidowych itd.
Fragmenty czasteczki tworza najpierw struktury drugorzedowe, co powoduje lokalne
uporzadkowanie struktury. Nastepnie te struktury drugorzedowe zaczynaja sie uktadaé
wzgledem siebie tworzac forme posrednig nazywana fazg roztopionej kuli. Proces ten
zachodzi gltownie dzieki oddzialywaniom hydrofobowym i nie jest sztywno ustalony
(moze prowadzi¢ réznymi drogami przez rozne stadia posrednie). Z tej formy biatko

zwija sie ostatecznie do struktury natywnej[13].
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1.4. Rola biologiczna

Biatka spetniaja wiele funkcji w organizmach zywych. Do najwazniejszych z nich

zaliczamy:

— Enzymatyczna. Katalizuja reakcje chemiczne dostarczajace energii, syntetyzujace
i degradujace czasteczki i makromolekuty biologiczne.

— Strukturalna. Utrzymuja ksztatt komoérek oraz potaczenia pomiedzy nimi.

— Mechaniczna. Tworza aparat kurczliwy miesni.

— Transportowa. Rozprowadzaja czasteczki po organizmie, na przykitad tlen przez
hemoglobine.

— Obronna. Jako przeciwciata uczestnicza w zwalczaniu patogenow.

— Receptorowa. Reaguja na czynniki srodowiskowe[2].

1.5. Determinowanie struktur bialek

Biatka moga spelniaé¢ swoja funkcje biologiczna tylko kiedy sg prawidtowo sfatdo-
wane. Sprawia to, ze poznawanie ich struktur jest istotnym zagadnieniem w biochemii
i biologii molekularnej. Uzyskane modele struktur makromolekut przechowywane sa

w bazach danych, takich jak Protein Data Bank (PDB)[18].

1.5.1. Krystalografia rentgenowska

Krystalografia rentgenowska jest najstarsza instrumentalng metoda wykorzysty-
wang do poznawania struktur przestrzennych biatek i jest powszechnie wykorzystywana
do dzis. Uznawana jest za najlepsza metode wyznaczania struktury biatka ze wzgledu
na mozliwosé uzyskania wysokiej rozdzielczosci otrzymywanych struktur[l]. Pierwsza
struktura przestrzenng biatka uzyskana za jej pomoca pod koniec lat 50 XX wieku byta
struktura mioglobiny[19].

Wymaga ona uzyskania wysokiej jakosci krysztalu danego biatka. Otrzymuje sie go
powoli wysalajac je z roztworu w odpowiednich warunkach, dobranych eksperymental-
nie do danego biatka. Biatka réznia si¢ zdolnoscia do tworzenia krysztatow. Niektore

tworzg je tatwo, inne wymagajg bardzo specyficznych warunkéw. Proces ten powoduje
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pewne zmiany w strukturze przestrzennej makromolekuty. Mimo to krysztaly czesto
zachowuja aktywnosé biologiczng i znajdujace si¢ w nich biatka sg podobne do struktury
natywnej[20].

Uzyskany krysztal, schtodzony w ciektym azocie i wprawiony w ruch obrotowy,
jest o$wietlany wiazka promieniowania rentgenowskiego. Daje ono mozliwos¢ uzyska-
nia rozdzielczosci wystarczajacej do ustalenia potozenia wiekszoséci atomoéw, poniewaz
dtugosc jego fali jest poréwnywalna z dtugoscia wiazania kowalencyjnego. Uzyskuje sie
je w synchrotronach albo bombardujac miedziang anode strumieniem elektronow. Czes¢
promieniowania ulega w krysztale dyfrakcji, rozpraszajac si¢ na roézne strony, co mozna
zarejestrowaé stosujgc odpowiedni detektor. Dyfrakcje te powodujg elektrony atoméow
znajdujacych sie w krysztale. Im wiecej elektronéw posiada dany atom, tym wieksza
jest amplituda powstatej fali. Poszczegélne fale interferuja ze soba wzmacniajac sie
lub wygaszajac, a sposéb w jaki to robia zalezy od ukladu atoméw w krysztale[21].

W ten sposéb na detektorze uzyskuje sie wzér dyfrakcyjny w postaci punktéw (pla-
mek) i przy pomocy przeksztalcenia Fouriera tworzy sie z niego obraz biatka. Na pod-
stawie tego obrazu i dodatkowych danych tworzy sie mape gestosci elektronowej biatka,
mierzac ja w regularnie rozmieszczonych punktach wewnatrz krysztatu. W zaleznosci
od rozdzielczosci uzyskanej mapy mozna na jej podstawie otrzyma¢ mniej lub bar-
dziej doktadng strukture przestrzenng biatka. Wada tej metody jest to, ze w modelach
uzyskanych za jej pomoca nie sa widoczne ruchliwe petle znajdujace sie¢ w niektorych

biatkach[21].

1.5.2. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR spectroscopy) jest tech-
nikg pozwalajaca na poznanie struktury przestrzennej biatka w jego stezonym roztworze
wodnym. Wykorzystuje ona kwantows wtasnos$é¢ niektorych jader atomowych nazwang
spinem. Jednym z takich jader jest proton, czyli jadro atomu wodoru. Pod wpltywem
pola magnetycznego jego spin moze przybrac¢ jeden z dwoch standéw, pomiedzy ktorymi
istnieje niewielka roznica w energii. Fale radiowe o odpowiedniej czestotliwosci, zalez-

nej od réznicy w energii pomiedzy tymi dwoma stanami, moga spowodowaé przejscie
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spinu w stan o wyzszej energii (pobudzony), co oznacza uzyskanie tzw. rezonansu. Te
czestotliwosé mozna zmierzy¢[22].

Obecno$¢ innych atomoéw w poblizu powoduje niewielkie zmiany czestotliwo$ci re-
zonansu danego atomu. Mierzone sa one w czesciach na milion (ppm) wzgledem wzorca
i nazywane przesunieciami chemicznymi. Widmo rezonansu catej czasteczki uzyskuje
sie zmieniajac dtugosé fal radiowych przy zachowaniu stalego pola magnetycznego.
Mozna w ten sposob uzyska¢ informacje o wigkszosci protonéow w biatku. Powstaje
w ten sposdb wykres zaleznosci intensywnosci rezonansu od przesunigcia chemicznego.
Te technike okresla sie jako jednowymiarowy NMR|[22].

Bardziej zaawansowane techniki pozwalaja na zmianeg spinu pojedynczego jadra ato-
mowego i analize jego wptywu na spiny jader atomowych sasiadujacych w przestrzeni
poprzez tzw. efekt Overhausera. Analiza dostatecznie duzej liczby atomoéw pozwala
na utworzenie dwuwymiarowego wykresu pokazujacego ktoére jadra moga wplywac
na inne i okreslenie struktury przestrzennej biatka. Podobnie jak w krystalografii otrzy-
mana struktura nie jest doskonata, ze wzgledu na istnienie w roztworze nieznacznych
roznic pomiedzy konformacjami biatka pozostajacymi w réwnowadze, a wyznaczone
odlegtosci pomiedzy atomami sg tylko przyblizone. Techniki te okresla sie jako dwu-
wymiarowy NMR[22].

Technike te zaczeto stosowaé do poznawania struktur biatek na poczatku lat 80. XX
wieku. Pierwszg struktura poznang za jej pomoca byta struktura przytaczonego do mi-
celi glukagonu, ktéry jest polipeptydowym hormonem|23]. Najwieksza wada tej metody
jest to, ze uzyskane modele sg zazwyczaj gorszej jakosci niz uzyskane przy pomocy

krystalografii rentgenowskiej[1].

1.5.3. Kriomikroskopia elektronowa 3D

Kriomikroskopia elektronowa 3D jest jedna z nowszych eksperymentalnych technik
poznawania struktur biatek i innych makromolekut. Zyskuje ona szybko na popularno-
Sci i w 2017 roku do bazy PDB dodano wiecej struktur uzyskanych za jej pomoca niz
struktur uzyskanych przy pomocy opisanej powyzej metody NMR[24].

W tej technice cienka warstwa roztworu zawierajacego badana makromolekute (biatko
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lub kompleks biatek) jest btyskawicznie zamrazana na filmie weglowym do temperatury
ciektego azotu, wodoru lub helu. W ten sposob czasteczki zostaja zamrozone w amor-
ficznym lodzie. W przeciwienstwie do lodu posiadajacego strukture krystaliczna nie
odksztalca on struktury badanych molekut. W ten sposob uzyskuje si¢ probke ktora
powinna zawiera¢ identyczne czasteczki w réznych orientacjach przestrzennych|[25, 26).

Nastepnie przy pomocy mikroskopu elektronowego uzyskiwane jest wiele obrazow
badanego zwiazku w réznych konformacjach przestrzennych. Silny strumien elektronéw
mikroskopu dziata niszczaco na badany material, zrywajac wigzania i tworzac wolne
rodniki. Zamrozenie czasteczek zwigksza ich odporno$é na to promieniowanie i pozwala
na uzyskiwanie obrazow przy pomocy strumienia o wyzszej energii, co zwigksza ich roz-
dzielczosé. Podobnie uzyskanie wielu obrazéw pozwala uzyskaé pewniejsze wyniki[25,
26].

7 uzyskanych dwuwymiarowych obrazéow tworzony jest trojwymiarowy model ba-
danej struktury. Wykorzystuje si¢ przy tym transformacje Fouriera i fakt, ze kazda
transformacja Fouriera dwuwymiarowych projekcji trojwymiarowego obiektu jest wy-
cinkiem trojwymiarowej transformacji Fouriera tego obiektu. Wada tej metody jest to,
ze ze wzgledu na usrednianie informacji z wielu obrazéw nie sa w niej widoczne ruchliwe
petle znajdujace sie w niektérych biatkach[25, 26].

Jedng z pierwszych struktur o wysokiej rozdzielczosci uzyskanych tg metods byla
bakteriorodopsyna. Uzyskano ja w 1990 roku z 72 obrazéw co pozwolito uzyskaé roz-

dzielczoéé struktury do 3,5A, w zaleznosci od kierunku[27].

1.5.4. Metody obliczeniowe

Dzigki rosnagcej mocy obliczeniowej komputeréw, takze rosnacej ilosci dostepnych
danych biomolekularnych oraz doskonaleniu modeli czasteczek préby obliczeniowego
wyznaczania struktur biatek daja coraz lepsze wyniki[28].

W podejsciu ab initio strukture biatka prébuje sie uzyska¢ bezposrednio z jego
sekwencji aminokwasowej, poprzez przeszukiwanie przestrzeni konformacyjnej. Jedna

z technik jest "build-up” w ktérym peptyd budowany jest przez cykliczne przytaczanie
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kolejnych reszt aminokwasowych i minimalizacje energii powstatej struktury. Daje ona
dobre wyniki dla krétkich peptydow, ale nie radzi sobie z dtuzszymi.

W metodach Monte Carlo strukture biatka prébuje sie uzyska¢ poprzez iteracyjne
wprowadzanie losowych zmian wartosci poszczegdlnych parametréw (dtugosci wiazan,
katow walencyjnych i torsyjnych) okreslonej struktury startowej. Nastepnie oblicza sie
energie zmienionej struktury i albo odrzuca sie ja powracajac do struktury starto-
wej, albo zastepuje sie startowa strukture nowo uzyskana. Pozwala ona na eksploracje
krajobrazu energetycznego molekuty, ale nie daje gwarancji osiagniecia struktury na-
tywnej[28].

Kolejng metoda jest budowanie modelu biatka z fragmentéw o znanej strukturze.
Wykorzystuje ona zalozenie, ze lokalne interakcje w znaczacym stopniu definiujg struk-
ture makromolekuty. Dzieli ona sekwencje badanego biatka na fragmenty, ktére sg wy-
szukiwane w bazie znanych modeli. Sg one ze sobg taczone aby uzyska¢ model catego
biatka. Jest on nastepnie optymalizowany i oceniany przy uzyciu odpowiednich funk-
¢ji. Trudnoscia tej metody jest wybor wlasciwej funkceji oceniajacej oraz ilos¢ i jakosé
danych w bazie fragmentéw(29].

W modelowaniu homologicznym (nazywanym tez modelowaniem poréwnawczym)
znana struktura biatka jest wykorzystywana do zbudowania modelu innego biatka o po-
dobnej sekwencji. Najpierw przeszukuje sie dostepne bazy danych w celu znalezienia
biatek - wzorcow o znanych strukturach i sekwencjach podobnych do badanej. Prawi-
dlowe poréwnanie sekwencji jest istotnym zagadnieniem, ze wzgledu na mozliwo$¢ nie
tylko zamiany reszty aminokwasowej, ale takze insercji i delecji. Obecnie najczesciej wy-
korzystuje sie do tego algorytmy BLAST i FASTA. W uproszczeniu uznaje sie, ze 25%
lub wieksze podobienstwo sekwencji wskazuje na homologie. Nastepnie na podstawie
znalezionych wzorcéw konstruuje sie i ocenia grupe struktur, ktére prawdopodobnie
mogtaby przyjmowaé¢ badana sekwencja. Wada tej metody jest to, ze nie zawsze do-
stepna jest struktura biatka o podobienstwie wystarczajacym do uzyskania wysokiej
jakosci modelu[13, 28].

Kolejng technika jest mechanika molekularna, opisana szerzej w dalszej czesci niniej-



szej pracy, ktora moze stuzy¢ do badania procesu zwijania sie i zmian konformacyjnych

biatek[28].
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2. Modelowanie molekularne

2.1. Wstep

Modele réznych zjawisk i obiektow utatwiaja ich zrozumienie i sg uzytecznym narze-
dziem w pracy naukowej. Dla zwigzkow chemicznych przyjmuja one formy od prostych,
plastikowych fizycznych modeli, przez komputerowe, graficzne reprezentacje czasteczek
(tzw. grafika molekularna) po zaawansowane modele matematyczne. Do tych ostatnich
zaliczamy miedzy innymi mechanike molekularna[30].

Mechanika molekularna zajmuje si¢ uproszczonymi modelami czasteczek typu ,kule
i sprezyny”. Kule reprezentuja w nich poszczegdlne atomy, a sprezyny, ktére moga
sie kurczy¢ i rozciggaé, wiazania pomiedzy nimi. Rozmiar kul-atomoéw i sztywnosé
sprezyn-wigzan sa determinowane empirycznie tak, aby wtasciwo$ci modelu miaty
przetozenie na rzeczywiste uktady molekularne. W ramach tak uproszczonych modeli
nie jest mozliwe na przyktad badanie procesow w ktérych rozrywane sg lub powstaja
wigzania chemiczne. W zamian pozwalajg one na symulowanie zachowania wigkszych
uktadow w dhuzszym czasie. Mimo swoich ograniczen metody mechaniki molekularnej
sg dzisiaj powszechnie uzywane do badania zachowania wielu uktadéow biomolekular-
nych[28, 31].

Inng klasg matematycznych modeli molekut sa modele kwantowomechaniczne. Po-
zwalaja one na modelowanie zachowania chmur elektronowych poszczegélnych atomow.
Dzieki temu mozliwe jest symulowanie za ich pomoca proceséw, w ktorych nastepuje
tworzenie i rozrywanie wigzan chemicznych. Ze wzgledu na znacznie wieksze ich skom-
plikowanie symuluje sie za ich pomoca mniejsze uklady w krétszym czasie[28, 32].
W niniejszej pracy wykorzystuje modele bazujgce na mechanice molekularnej i na nich

skupia si¢ dalsza czesé tego rozdziahu.
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2.2. Opis struktury czasteczki

W celu utworzenia modelu okreslonej czasteczki musza by¢ znane pozycje jej ato-
mow w przestrzeni. Najczesciej sg one zapisywane w formie wspotrzednych kartezjan-
skich, czyli zestawu trzech wartosci okreslajacych odlegtosci danego atomu od srodka
uktadu wspotrzednych w trzech wymiarach. Alternatywnym sposobem sa wspotrzedne
wewnetrzne, ktére okreslaja pozycje atomdéw na podstawie odlegtosci oraz wartosci
katow walencyjnych i torsyjnych pomiedzy nimi[30].

Same atomy moga by¢ opisywane na dwa rézne sposoby. W modelach petnoato-
mowych kazdy atom traktowany jest jako osobny obiekt. W modelach uproszczonych,

tzw. gruboziarnistych, pojedyncze obiekty odpowiadaja grupom atoméw|[33].

2.3. Pole sit

Pole sit, albo empiryczna funkcja energii to konkretny opis modelu oddziatywan

w mechanice molekularnej. Sktadajg sie na nie nastepujace elementy:

— Matematyczny wzor okredlajacy energie potencjalng uktadu.

— Baza standardowych elementéw budulcowych czasteczek, tak zwanych reszt (ami-
nokwasy, nukleotydy, cukry proste, woda itp.), zawierajaca informacje na temat
ich struktury. Pozwala to na tatwe operowanie wigkszymi uktadami zawierajacymi
te standardowe elementy budulcowe.

— Zestaw parametrow zoptymalizowany dla danej klasy czasteczek, pozwalajacy na ob-
liczenie wlasciwosci uktadu. Parametrami tymi sg przyktadowo wlasciwosci poszcze-
golnych rodzajow atomow i wigzan pomiedzy nimi. Sg one ustalane eksperymental-

nie albo na podstawie obliczen kwantowomechanicznych|[32].

2.3.1. Energia potencjalna uktadu

W empirycznych polach sitowych funkcja energii potencjalnej uktadu stanowi sume

sktadnikéw réwnania reprezentujacych rézne oddziatywania i efekty:

Etotal - Ebonds + Ecmgles + Edihedrals + EVDV + Eelec
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Réznia sie one pomiedzy poszczegblnymi polami sit[28]. Ponizej opisano najczescie]

wystepujace sktadniki razem z ich przyktadowymi wzorami matematycznymi.

2.3.2. Oddzialywania wigzace

Oddzialywania wiazace (ang. bonded interactions) zachodza pomiedzy atomami po-
taczonymi wiazaniami kowalencyjnymi. Moga by¢ to atomy bezposrednio potaczone
ze soba takim wigzaniem, albo takie pomiedzy ktérymi istnieje Sciezka zawierajaca
okreslong liczbe wiazan (zazwyczaj 2-3 wigzania). Do najczesciej modelowanych od-

dziatywan wiazacych naleza:[32]

Rozcigganie i Sciskanie wigzan kowalencyjnych

Zachodzi pomiedzy parami atomow potaczonych bezposrednio wigzaniem kowalen-
cyjnym i oznacza energie zwigzang z dtugoscia wiazan. Jego wartos¢ zalezy od rodzaju
wigzania i roznicy jego dhugosci wzgledem optymalnej. Najprostszym sposobem mo-
delowania wigzania jest traktowanie go jako klasyczny oscylator harmoniczny. Metoda
ta daje wyniki zgodne z rzeczywistoscig dla maltych odchylen od stanu réwnowagi.
W przypadku duzych odchylen warto$é¢ potencjatu energii ro$nie w nim zbyt szybko.
Alternatywami dla niego sa potencjaly kwadratowe i szescienne.[28]. W typowych po-

lach sit pakietu AMBER jego energia przedstawia sie wzorem:

Ebonds = Z Kb(b - b0)2

bonds

Gdzie

K, - stata sprezystosci danego wigzania wynikajaca z prawa Hooke’a
b - obecna dtugos¢ wiazania

by - dtugosé wigzania w stanie rownowagi[30, 34]

Zmiany katéw walencyjnych pomiedzy wigzaniami

Zachodzi w grupach trzech atomow potaczonych liniowo wigzaniami kowalencyj-
nymi i oznacza energi¢ zwigzana z katem pomiedzy dwoma wiazaniami. Jego wartosé

zalezy od rodzajow atomow i wigzan oraz roznicy wartosci tego kata wzgledem warto-
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sci optymalnej. To oddziatywanie rowniez jest najczesciej modelowane jako oscylator
harmoniczny[28]. W typowych polach sit pakietu AMBER jego energia przedstawia sie

WZOrenl:

Ecmgles = Z K9(0 - 90)2

angles

Gdzie

Ky - stata sprezystosci deformacji danego kata
f - obecna wartos¢ kata

6y - warto$¢ kata w stanie réwnowagi[30, 34]

2.3.3. Oddzialywania niewigzace

Oddzialywania niewiazace (ang. non-bonded interactions) formalnie maja nieogra-
niczony zasieg i zachodza pomiedzy wszystkimi atomami w uktadzie. W ich obliczaniu
najczesciej pomija sie pary atomow potaczone bezposrednio wigzaniem kowalencyjnym
lub Sciezka dwoch wigzan ze wzgledu na znaczaca dominacje energii oddziatywan wig-
zacych w tych przypadkach. W symulacjach zazwyczaj ogranicza si¢ takze ich zasieg,
najczesciej do 8-14A. Powoduje to uproszczenie obliczefi bez znaczacej utraty doklad-
nosci, ze wzgledu na szybki spadek znaczenia tych oddzialywan wraz z odlegtoscia.
Wada tego rozwigzania jest powstanie niecigglosci na wprowadzonej granicy oddzia-
tywania. Istnieje kilka algorytmoéw ograniczania wpltywu tej niecigglosci na symulacje.

Do najczesciej modelowanych oddzialywan niewiazacych naleza:[32]

Oddzialywania Van der Waalsa

Zachodza pomiedzy wszystkimi parami atoméw w uktadzie i wynikaja z niesy-
metrycznosci rozmieszczenia tadunkow elektrycznych wokot atomu. Ich warto$é zalezy
od rodzaju atomoéw i odlegtosci pomiedzy nimi. Najczesciej oblicza sie je wykorzystujac

potencjal Lennard-Jones’a, ktory przyjmuje posta¢ nastepujacego réwnania:

04 04
Eypy = Z4€z‘j[(ﬁ)12 - (ﬁ)G]
ij



Gdzie

€;; - gltebokos¢ studni potencjatu dla danej pary atomoéow
o;; - odlegtos¢ pomiedzy danymi atomami w ktorej potencjal Lennard-Jones’a ma
wartos¢ 0

rij - obecna odleglos¢ pomiedzy danymi atomami[l, 28]

Oddzialywania elektrostatyczne

Zachodza pomiedzy parami atoméw posiadajacymi tadunek elektryczny. Ich war-
tos¢ zalezy od wielkosci tadunkow, odlegtoéci pomiedzy atomami oraz stalej dielek-
trycznej srodowiska. Oblicza si¢ je korzystajac z prawa Coulomba, ktére przyjmuje

postac nastepujacego réwnania:

4iq;
Eelec - Z (7 )
charged i,j 47T€rij

Gdzie

i, q; - wartosci fadunkéw elektrycznych atomow
€ - stata dielektryczna srodowiska

ri; - odleglo$¢ pomiedzy danymi atomamill, 28]

2.3.4. Potencjal torsyjny

Zachodzi w grupach czterech atomow potaczonych liniowo wigzaniami kowalencyj-
nymi i oznacza energie zwigzang z katem torsyjnym, czyli katem obrotu wokot wig-
zania. Jego warto$¢ zalezy od wysokosci bariery energetycznej i wartosci tego kata.
Najczesciej] modelowany jest z wykorzystaniem rozwiniecia szeregu cosinusowego[28,

30]. W typowych polach sit pakietu AMBER jego energia przedstawia si¢ wzorem:

Edginedrals = Y (E)(l + cos[ng — d])

dihedrals

Gdzie

V., - wysoko$¢ bariery energetycznej
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Rysunek 2.1. Schematyczne przedstawienie hiperpowierzchni energii uktadu. Zaznaczono
maksimum, minimum i punkt siodlowy. Zrédlo:[32].

n - periodycznosé kata torsyjnego
¢ - obecna wartos¢ kata torsyjnego

d - kat fazowy[30, 34]

2.4. Optymalizacja energii potencjalnej struktury

W ramach pola sit warto$¢ energii potencjalnej uktadu moze byé¢ przedstawiona
w formie jej hiperpowierzchni o 3N wymiarach, nazywanej takze krajobrazem energe-
tycznym czasteczki. N to liczba atoméw w uktadzie, a kazdy atom reprezentuja 3 wy-
miary opisujace jego potozenie w przestrzeni. Tylko niewielki zbiér wyréznionych punk-
tow tej hiperpowierzchni jest interesujacy z biochemicznego punktu widzenia. Lokalne
minima energii reprezentuja stabilne stany uktadu. Minimum globalne odpowiada naj-
bardziej stabilnemu stanowi, czesto bedacym natywng konformacja w przypadku bia-
tek. Punkty siodtowe pomiedzy minimami odpowiadaja stanom posrednim uktadu[32].
Schematyczne przedstawienie wykresu krajobrazu energetycznego przedstawiam na ry-
sunku 2.1.

Dostepne struktury biatek zazwyczaj nie sa idealnie zgodne z rzeczywista struktura
natywna ze wzgledu na ograniczenia metod ich pozyskiwania. Podobnie kazde pole sit

jest tylko pewnym przyblizeniem praw natury, co ma wplyw na energie poszczeg6l-
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nych stanéw uktadu. W zwigzku z tym kazda struktura, ktéra ma by¢ symulowana
w danym polu sit powinna by¢ najpierw dla niego zoptymalizowana. Proces ten polega
na znalezieniu w krajobrazie energetycznym lokalnego minimum lezacego w poblizu
wejsciowe]j konfiguracji uktadu. Powoduje to, ze przyjmie on bardziej prawdopodobng
i realistyczng konfiguracje w konteks$cie danego pola sit. Dopiero tak przygotowany
uktad powinien bra¢ udzial w dalszych symulacjach[32]. Przyktadowymi technikami

minimalizacji energii uktadu sa:

— Minimalizacja wzdtuz kolejnych osi wspotrzednych
— Metoda Newtona poszukiwania minimum funkcji
— Metoda najszybszego spadku

— Metoda gradientéw sprzezonych|[28]

2.5. Dynamika molekularna

Dynamika molekularna (MD) pozwala na obliczanie ewolucji uktadu molekularnego
w czasie i dzieki temu umozliwia poznanie jego wtasciwosci dynamicznych i termo-
dynamicznych. Polega na obliczaniu sit dziatajacych na poszczegdlne atomy uktadu
i analizie ich ruchu. Typowa symulacja MD zaczyna sie od powolnego podgrzania zop-
tymalizowanego uktadu do zadanej temperatury. Pozwala to na przyjecie przez uktad
wtasciwych predkosci poszczegdlnych atomow i osiggniecie stanu rownowagi. Nastepnie
przeprowadza sie wlasciwa czesé symulacji MD, tzw. (ang.) production run, z ktérego
to etapu zbierane sg informacje do dalszej analizy. Poczatkowe predkosci atomow w sy-
mulacji sa ustalane na podstawie rozktadu Maxwella dla danej temperatury. Proces
ten jest losowy i jest to jedyna czes¢ symulacji MD ktéra nie jest deterministyczna.
Jesli przeprowadza sie kilka réznych symulacji tego samego uktadu nalezy za kazdym
razem wylosowaé predkosci na nowo[32].

Przeprowadzanie symulacji MD wymaga rozwigzywania rownan ruchu dla poszcze-
gblnych atoméw uktadu. W przypadku korzystania z kartezjanskiego uktadu wspotrzed-
nych sprowadzaja si¢ one do réwnania dynamiki Newtona m; - r; = Fj, gdzie m; jest

masa danego atomu, r; jego przyspieszeniem, a F; sita na niego dzialajaca. W praktyce
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roOwnania te rozwigzuje si¢ numerycznie z wykorzystaniem metody roéznic skoniczonych.
Polega ona na rozwigzywaniu réwnan po kolei dla okreslonych, niewielkich krokow
czasowych At [28, 35].

Istotna rzecza jest ustalenie wlasciwego kroku czasowego At. Jesli bedzie on zbyt
krotki obliczenia dla danego czasu symulacji beda trwaly diuzej. Jesli bedzie zbyt
dtugi otrzymane wyniki beda niefizyczne, a uktad moze sie nawet rozpasé. Uznaje sig,
ze powinien by¢ on okoto 10 razy krétszy niz okres wibracji o najwyzszej czestotliwosci
w uktadzie[28].

Predkosci atoméw w danym kroku czasowym At obliczane sa na podstawie ich
pozycji. Atomy sg nastepnie przemieszczane o odlegtosci obliczone na podstawie tych
predkodci. Proces ten jest powtarzany dla kazdego kolejnego kroku symulacji. Istnieja

rozne algorytmy przeprowadzania tych obliczen. Naleza do nich[32]:

Algorytm Verleta

o(t) = r(t+ At)gg tr(t — At)

Algorytm Skokowy Verleta

o(t) = v(t + LAL) —g v(t — LAT)

Algorytm Predkosciowy Verleta

1 1
v(t+ At) =v(t+ 5At) + 5Ata(t + At)

Gdzie

v(t) - predko$¢ w danym czasie
t(t) - potozenie w danym czasie
At - krok czasowy

a(t) - przyspieszenie w danym czasie
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Poszczegdlne odmiany Algorytmu Verleta roznig sie miedzy sobg wielkoscig wprowadza-
nych btedow i ztozonoscia obliczeniowa. Z zaprezentowanych algorytméw najmniejsze

btedy wprowadza Algorytm Skokowy Verleta[32].

2.6. Symulacja rozpuszczalnika (wody)

Czasteczka wody jest najprawdopodobniej najczesciej symulowana molekuty w me-
chanice molekularnej ze wzgledu na jej role rozpuszczalnika makromolekut biologicz-
nych. Z tego powodu powstato wiele modeli tej czagsteczki stosowanych w symulacjach.
Najczesciej maja one od 3 do 5 centréow oddziatywan. Czesto stosowanym modelem
jest TIP3P sktadajacy sie z 3 centrow oddziatywan, takich jak atomy w rzeczywistej
czasteczce. Kolejnym modelem jest TIP4P, posiadajacy dodatkowy wirtualny atom
reprezentujacy tadunek znajdujacy si¢ na atomie tlenu. Nastepnym jest TIP5P, w kto-
rym wystepuja dwa dodatkowe, wirtualne atomy reprezentujace wolne pary elektro-
nowe atomu tlenu[28, 36, 37]. Modele te schematycznie zaprezentowano na rysunku
2.2. Alternatywa dla symulowania poszczegdlnych czasteczek wody jest traktowanie jej
jako ciggte érodowisko, czyli tzw. model ciagly rozpuszczalnika. Przyktadem moze by¢
uogélniony model Borna[28, 30].

Model ciagty jest najszybszy obliczeniowo, ale traci si¢ w nim wptyw niektorych od-
dziatywan rozpuszczalnika na symulowana molekute. W modelach atomowych stopien
komplikacji obliczen ro$nie wraz ze wzrostem liczby atoméw. Ze wzgledu na koniecznosé
unikniecia efektow brzegowych niezbedna jest obecnosé duzej liczby czasteczek rozpusz-

czalnika, przez co jego skomplikowanie ma znaczacy wplyw na tempo obliczen[28, 30].
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Rysunek 2.2. Schematyczne przedstawienie kilku modeli czasteczki wody wykorzystywanych
w mechanice molekularnej. M oznacza wirtualny atom na ktérym znajduje si¢ tadunek atomu
tlenu. El oznacza wirtualne atomy reprezentujace wolne pary elektronowe. Zrédlo: Wlasne

na podstawie [28, 36, 37].

2.7. Algorytm SHAKE

Algorytm SHAKE stuzy do wymuszania ograniczen zmian wartosci pewnych pa-
rametréw podczas symulacji (tzw. (ang.) constraints). Wykorzystywany jest przede
wszystkim do ograniczania ruchow atomoéw czasteczki tak, aby dhugosci wigzan nie
przekraczaly okreslonych wartosci. Najcze$ciej stosowany jest dla wigzan w ktorych
jeden z atomow jest atomem wodoru, ale moze by¢ takze stosowany dla innych wig-
zan. Istnieja takze wersje tego algorytmu dla ograniczania katéw pomiedzy wigzaniami
i katéw torsyjnych. Polega on na dynamicznym korygowaniu zmian dtugosci poszcze-
gblnych wigzan poddanych dzialaniu algorytmu tak, aby zadane ograniczenia byty
spelnione. Zmiana dlugosci jednego wigzania moze spowodowaé, ze inne beda miaty
nieprawidtowe dtugosci. W zwiazku z tym proces ten jest wykonywany iteracyjnie az
wszystkie natozone na uktad ograniczenia beda spetnione[28, 38, 39].

Algorytm SHAKE pozwala na przyspieszenie symulacji dynamiki molekularnej bez
znaczacej utraty doktadnosci. Umozliwia zwiekszenie kroku czasowego w symulacji,
nawet kiedy jest stosowany tylko dla wiazan zawierajacych atom wodoru. Generalnie nie
jest stosowany w trakcie minimalizacji, poza pewnymi szczegblnymi przypadkami|28,

31].
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Rysunek 2.3. Symulacja rozpuszczalnika w przestrzeni periodycznej (pokazano jedna kopie)
i jako krople. Zrédlo:[32].

2.8. Warunki brzegowe i periodycznos$é ukladu

Symulowanie makromolekut biologicznych razem z rozpuszczalnikiem jest istotnym
zagadnieniem w mechanice molekularnej. W przypadku braku rozpuszczalnika (symu-
lacje ”w prézni”) albo uzycia ciagltego modelu rozpuszczalnika symuluje sie tylko sama
makromolekute, a problemy zwigzane z warunkami brzegowymi nie wystepuja. W przy-
padku uktadu symulujacego poszczegolne czasteczki rozpuszczalnika sytuacja jest inna.
Mozna go symulowaé¢ na dwa sposoby: jako krople albo w przestrzeni periodycznej
co pokazuje rysunek 2.3 [38].

W symulacji uktadu jako kropli wystepuje ograniczona liczba czasteczek wody ota-
czajaca makromolekute (najczesciej sferycznie), a wielkosé tej kropli wyznacza granice
uktadu. Powoduje to wystapienie artefaktéw na tej granicy, ktore moga wptywac na za-
chowanie symulowanej czasteczki. Metoda ta ogranicza przemieszczanie si¢ i zmiany
ksztattu makromolekuty do wnetrza kropli, co moze spowodowaé¢ znaczgce problemy,
jesli makromolekuta znajdzie sie bardzo blisko granicy uktadu|[38].

W symulacji periodycznej (tzw. periodic box) makromolekuta razem z czastecz-
kami rozpuszczalnika znajduje sie w ograniczonej przestrzeni o regularnym ksztatcie,
na przyktad szescianu albo $cictego osmioscianu. Uktad ten symulowany jest tak, jakby
cala przestrzen byla wypetiona jego kopiami. Atomy znajdujace sie¢ na jednej Scianie

uktadu oddziatuja z atomami na przeciwlegltej Scianie tak, jakby byty one tuz obok.
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Rysunek 2.4. Symulacja w przestrzeni periodycznej przedstawiona schematycznie w dwdoch
wymiarach. Zaden atom nie powinien oddzialtywaé¢ z wiecej niz jedna kopia kazdego innego
atomu, wiec oddzialywania niewigzace muszg by¢ ograniczane do wartosci mniejszej niz R..

Zrodlo:[32).

Podobnie atomy moga przekraczac¢ granice uktadu, ale zachowujg sie tak, jakby poja-
wity sie po jego przeciwnej stronie. Technika ta eliminuje artefakty brzegowe, ale moze
doprowadzi¢ do pojawienia sie artefaktow zwigzanych z periodycznoscig. Ryzyko ich
wystapienia zmniejsza sie ustalajac odpowiednio duzg wielko$é¢ uktadu oraz ogranicza-
jac odlegtoé¢ na jaka symulowane sa oddzialywania niewigzace (ang. cut-off). Zaden
atom uktadu nie powinien oddzialywaé ze swoja wtasna kopia ani z wiecej niz jedna
kopig jakiegokolwiek innego atomu. Ten sposob symulacji jest obecnie wykorzystywany

najczesciej[35, 38]. Jego schematyczne przedstawienie znajduje sie na rysunku 2.4.

2.9. Kontrola temperatury

Temperatura jest wtasciwoscig uktadu zalezng od energii kinetycznej jego atomow.
W mechanice molekularnej symulowany uktad moze mie¢ stala energie przez co tem-
peratura nie jest regulowana i zmienia si¢ w zaleznosci od energii potencjalnej uktadu.
Alternatywa jest utrzymywanie w przyblizeniu stalej temperatury ukitadu poprzez
zmniejszanie lub zwiekszanie jego energii kinetycznej w trakcie symulacji. Wykorzystuje
sie do tego algorytmy modelujace wymiang ciepta z otoczeniem zwane termostatami.

Przyktadowe termostaty to:

1. Termostat Berendsena. Dodaje on do rownan ruchu wyrazenie przypominajace tar-
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cie, ktore prowadzi uktad do zadanej temperatury. Jest prosty do zaimplemento-
wania i szybki obliczeniowo, ale nie tworzy prawidlowego zespotu statystycznego
w uktadzie.

2. Termostat Nose-Hoovéra. Dziata podobnie jak termostat Berendsena, ale jest od niego
bardziej wymagajacy obliczeniowo. Tworzy w uktadzie prawidtowy zespot staty-
styczny.

3. Termostat Anderséna. W kazdym kroku czasowym z pewnym niewielkim praw-
dopodobienstwem poszczegdlnym atomom uktadu moze zostaé¢ przypisana nowa
predkosé, zgodna z rozktadem Maxwella dla danej temperatury. Tworzy w uktadzie

prawidtowy zespo6t statystyczny.

Analogicznie istnieja algorytmy pozwalajace na regulacje cisnienia w symulacji[32].

2.10. Termodynamika uktadu

Pod wzgledem termodynamiki badany uktad moze by¢ symulowany na kilka sposo-

bow:

1. Uktad mikrokanoniczny - ma stala objeto$¢ oraz nie wymienia atoméw i energii
z otoczeniem (nie ma kontaktu z termostatem). Jest rzadko wykorzystywany w dy-
namice molekularnej ze wzgledu na koniecznosé zachowania stalej energii, co spra-
wia ze lokalnie niezalezne elementy uktadu staja si¢ ze soba sprzezone.

2. Uktad kanoniczny - ma stalg objetos¢, nie wymienia atoméw z otoczeniem ale wy-
mienia z nim energie (ma kontakt z termostatem). Taki uklad jest czesto wyko-
rzystywany w dynamice molekularnej ze wzgledu na mozliwos¢ wymiany energii
(ciepta) z otoczeniem.

3. Uktad wielki kanoniczny - ma stalg objeto$¢, moze wymienia¢ z otoczeniem za-
rowno atomy jak i energie. Taki uktad jest wykorzystywany kiedy system musi by¢
w rownowadze zaro6wno termicznej jak i chemicznej ze srodowiskiem.

4. Uktad izotermalno-izobaryczny - ma stala temperature i cisnienie oraz nie wymie-
nia atoméw z otoczeniem, ale jego objeto$¢ moze si¢ zmienia¢. Taki uktad jest

wykorzystywany kiedy system musi zachowywaé state cignienie.[40].
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2.11. Dynamika molekularna z wymiang replik

W celu zwiekszenia tempa eksploracji krajobrazu energetycznego uktadu stosuje sie
czesto dynamike molekularng z wymiana replik (REMD). Polega ona na symulowaniu
kilku kopii (replik) uktadu, kazdej w okreslonej temperaturze odmiennej od pozostatych
replik. Zakres stosowanych temperatur jest rézny, czesto od okoto 280K do okoto 500K.
Temperatury poszczegélnych replik sg parami wymieniane co pewien czas symulacji.
Umozliwia to tatwiejsze wychodzenie uktadu z lokalnych miniméw energetycznych,
co jak wspomniano przyspiesza eksploracje jego krajobrazu energetycznego[41, 42].
Schemat przedstawiajacy wymiane temperatur pomiedzy replikami w trakcie takiej

symulacji przedstawiony jest na rysunku 2.5.

T1

T2

T3

T4

>

Czas

Rysunek 2.5. Schematyczne przedstawienie wymiany temperatur podczas przeprowadzania

REMD. Zrédto: Wlasne na podstawie [42]

Odmiang tej metody jest multipleksowa dynamika molekularna z wymiang replik
(MREMD). Polega ona na tym, ze w kazdej wybranej temperaturze symulowane jest
kilka replik, a wymiany moga zachodzi¢ zarowno wsrod replik o réznych temperaturach

jak 1 wsréd replik o tej samej temperaturze[43].



3. Analiza skupien i jej algorytmy

3.1. Wstep

Analiza skupien (grupowanie, ang. clustering) jest procesem nienadzorowanej kla-
syfikacji danych (najczesciej wektorow albo punktéw w wielowymiarowej przestrzeni)
w grupy. Klasyfikacja ta odbywa sie pod wzgledem podobienstwa pomiedzy danymi,
zdefiniowanego w okreslony, wtasciwy dla danego problemu i zbioru danych sposéb.
Dane przypisane do jednej grupy sa bardziej podobne do siebie nawzajem niz dane
przypisane do innych grup. Istnieje duza liczba algorytmow grupowania wykorzysty-
wanych do réznych zadan[44]. Trzy z nich zostana krétko oméwione w dalszej czesci
tego rozdziatu.

Typowy protokét analizy skupien sktada sie z 3 do 5 krokéw:

1. Przygotowanie wtasciwej reprezentacji danych wejéciowych.

2. Zdefiniowanie sposobu pomiaru podobienstwa pomiedzy danymi.
3. Przeprowadzenie grupowania.

4. Abstrahowanie danych (opcjonalnie).

5. Ocena wyniku (opcjonalnie)[44].

Metoda ta jest wykorzystywana w wielu roznych dziedzinach jako jeden ze sposobdw

eksploracyjnej analizy danych. Na przyktad:

— Segmentacja (podzial na regiony) obrazéw, bedaca jednym z etapéw maszynowej
analizy zdjec.
— Rozpoznawanie obiektow trojwymiarowych i oséb.

— Przechowywanie i wyszukiwanie informacji (dokumentéw) w ich zbiorach.

o1



— Eksploracja danych (ang. data mining), na przyktad grupowanie stron interneto-
wych na podstawie ich tresci i ocenianiu dostepnosci depozytow zasobow natural-

nych[44].

3.2. Podobienstwo struktur molekularnych

W przypadku molekut biologicznych danymi sa najczesciej wspotrzedne poszcze-
gblnych atomow w ich strukturach. Moga w tym celu zosta¢ uzyte wszystkie jej atomy,
ale najczesciej zbidr ten jest ograniczany. W przypadku biatek do tancucha gtéwnego
albo tylko do wegli . Pomiar podobienstwa pomiedzy strukturami odbywa sie zazwy-
czaj poprzez obliczanie RMSD pomiedzy ich parami. dla dwéch optymalnie natozonych

na siebie struktur ¢ oraz j:

RMSDZ'J' = J i Izk x]k

gdzie N to liczba atoméw w strukturach, a x;; oraz x;; sa wspotrzednymi atomu &
w obydwu strukturach po ich wycentrowaniu i obrocie do uzyskania najlepszego dopaso-
wania[45]. Zmierzone podobienstwa struktur sa nastepnie uzywane do przeprowadzenia

podziatu zbioru danych (struktur biatek) na grupy|[44].

3.3. Przeglad algorytméw grupowania

Algorytm Najblizszego Sasiada (ang. Nearest Neighbor Algorithm) jest szybkim
i prostym algorytmem, w ktérym sasiadami danego punktu danych sg wszystkie inne
punkty znajdujace sie do okreslonej odlegto$ci od niego. Punkt majacy najwieksza
liczbe sasiadow staje sie centrum grupy do ktorej naleza wszyscy jego sasiedzi. Wszyst-
kie te punkty sa usuwane ze zbioru danych i wyszukiwany jest nastepny punkt z naj-
wiekszg liczba sasiaddéw. Proces ten jest powtarzany poki wszystkie punkty nie zostang
przypisane do grup. Jedynym parametrem tego algorytmu jest maksymalny dystans sa-
siedztwa. Jego wada jest to, ze daje stabe wyniki dla zbioréw danych o skomplikowanej

strukturze wewnetrznej[45].
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Algorytm K-medoidéw (ang. K-Medoids Algorithm) dzieli zbior danych na z gory
okreslong liczbe grup. Najpierw losowo przypisuje on dane do grup, a nastepnie ite-
racyjnie poprawia to przypisanie wedtug okreslonych kryteriéw zbieznosci. Proces ten
pozwala na poprawe btednych przypisan w nastepnych krokach. Algorytm, jak wspo-
mniano, wymaga liczby grup jako parametru wejsciowego a na ostateczny podziat ma
wplyw poczatkowe, losowe przypisanie do nich danych. Mimo tych wad jesli liczba grup
jest znana moze on da¢ lepsze wyniki niz Algorytm Najblizszego Sasiadal[45].

Algorytm Wspdlnego Najblizszego Sasiada (ang. Common Nearest Neighbor Algo-
rithm) jest odmiana Algorytmu Jarvisa-Patricka. Opiera si¢ on na lokalnej gestosci
punktéw danych. Podzial zaczyna sie od losowego wyboru jednego z punktow ktory
w ten sposob staje sie zalgzkiem grupy. Kolejne punkty danych sg przytaczane do tej
grupy kiedy sa z nig potaczone cigglym obszarem o zadanej gestosci danych. Kiedy
do danej grupy nie da si¢ doda¢ nowych punktéw jest ona usuwana ze zbioru. Proces
ten jest powtarzany poki nie zostang przetworzone wszystkie dane. Algorytm ten tworzy
grupy bedace obszarami o wysokiej gestosci, podobnie jak intuicyjnie czyni to cztowiek.
Jednoczesnie jest to najbardziej skomplikowany i najwolniejszy z prezentowanych tu
algorytmow([45].

Efekty dzialania tych trzech algorytméw (uzyskany podzial na grupy) na kilku

przyktadowych, dwuwymiarowych zbiorach danych znajduja sie na rysunku 3.1.
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Rysunek 3.1. Poréwnanie wynikéw grupowania przy uzyciu trzech opisanych w tekscie algo-
rytméw, dla pieciu przykltadowych zbioréw dwuwymiarowych danych. Zrédlo: [45]



4. Modele Markova

Proces stochastyczny to funkcja zalezna od czasu, ktorej wartosci sg zmiennymi loso-
wymi. Jezeli parametr czasowy przyjmuje tylko pewne dyskretne wartosci (na przyktad
pomiar jest dokonywany co minute) to proces ten staje sie ciagiem zmiennych losowych
i nazywamy go tancuchem. Jesli wartosci tej funkcji rowniez naleza do dyskretnego
zbioru nazywamy je stanami uktadu, a caly proces to zjawisko kolejnych zmian stanu
ukladu[46].

Modele Markova w teorii prawdopodobienstwa sa modelami stochastycznych proce-
sow wykorzystywanymi do modelowania losowo zmieniajgcych sie systemow. Zaktadaja
one ze badany system posiada tzw. wtasnos¢ Markova ktora mowi, ze rozktad praw-
dopodobienstwa nastepnego (przyszlego) stanu uktadu zalezy tylko od jego obecnego
stanu, a poprzednie stany nie maja na to zadnego wptywu (uktad nie posiada pamieci).
7 tego warunku wynika, ze mozna wyznaczy¢ rozktad prawdopodobienstwa dowolnego
stanu w przysztosci na podstawie tylko obecnego stanu uktadu. Modele Markova sg
czesto wykorzystywane do badania serii czasowych. Dzielimy je na kategorie ze wzgledu
na to, czy badany proces jest autonomiczny czy kontrolowany i czy stan systemu moze

zosta¢ w calosci zaobserwowany[46, 47].

4.1. Lancuch Markova

Lancuch Markova jest typem modelu Markova w ktérym badany system jest auto-
nomiczny a jego stan moze zosta¢ w catosci zaobserwowany. Zaréwno zbiér argumentow
jak i zbiér wartosci funkcji go opisujacej sa dyskretne, a sama funkcja posiada opisana
powyzej wlasnos¢ Markova. Przyktadem proceséw spetniajacych te cechy moga by¢
serie czasowe. Mozliwe warto$ci zmiennych losowych (wartosci funkcji) okresla zbior

zwany przestrzenig stanéw. Analiza sekwencji zmiennych pozwala na okreslenie praw-
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dopodobienstwa przejscia uktadu pomiedzy parami stanéw. Im wiecej danych (dtuzszy
lanicuch) zostanie poddanych analizie tym doktadniejszy bedzie powstaly model. Praw-
dopodobienstwa wszystkich mozliwych przejs¢ przedstawiane sa czesto w tabeli zwa-
nej macierza przej$¢ (albo macierza stochastyczna), albo schematycznie na tzw. grafie
przej$¢[47]. Poszczegblne elementy macierzy przej$¢ (7;;, gdzie i oraz j sa stanami

ukladu) sa obliczane nastepujacym wzorem|[48]:

liczba przejs¢ z i do j

"~ liczba wszystkich przejsé¢ z i

Przyktadowy, prosty Lancuch Markova wraz z reprezentujacymi go macierzg i gra-
fem przejs¢ znajduje sie na rysunku 4.1. Reprezentuje on prosty uktad posiadajacy
zbiér stanéw {A, B,C}. Na gérze rysunku znajduje sie tancuch - seria kolejnych ob-
serwacji stanu uktadu. Takie same przejscia oznaczono w nim takimi samymi kolorami
strzatek. Ponizej znajduje sie macierz przejscia w postaci tabeli. Otrzymuje si¢ ja zli-
czajac wszystkie przejscia z danego stanu do poszczegdlnych elementéw zbioru stanow
i dzielac je przez ich sume. W ten sposoéb powstaje jeden wiersz macierzy przejscia
(tzw. wektor stochastyczny), ktéry powinien sumowaé sie do wartosci 1. Proces ten
jest powtarzany dla wszystkich stanow. Kolory elementéw macierzy odpowiadaja ko-
lorom przej$¢ w tancuchu. Na dole rysunku znajduje sie graf przejScia narysowany
na podstawie tej macierzy. Jest to graf skierowany w ktérym moga wystepowac petle,
a wartosci przypisane krawedziom sg prawdopodobienstwami danego przejscia. Kiedy
prawdopodobienstwo danego przejscia wynosi 0 na grafie zazwyczaj nie umieszcza sie
krawedzi mu odpowiadajacej. Na tym grafie ponownie kolory krawedzi odpowiadaja
kolorom przejs¢ w tancuchu. Wielkos¢ okregéw reprezentujacych wierzchotki zalezy

od populacji odpowiadajacego mu stanu uktadu.

4.2. Zastosowanie Lancuchéw Markova

Lancuchy Markova wykorzystywane sa m.in. w meteorologii (do przewidywania
wielkosci opadéw z dnia na dzien), informatyce (w systemach rozpoznawania mowy),

biologii (do badania dynamiki populacji i ich genetyki), czy w ekonomii finansowej[47].
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W biologii molekularnej sa uzywane m.in do tworzenia sztucznych peptydéw o okreslo-
nych wlasciwosciach[49] i wykrywania promotoréw w sekwencjach DNA[50]. Uzywane
tez sg bardziej zartobliwie np. do tworzenia losowych tekstow na podstawie dostatecznie
duzego zbioru tekstow wejsciowych[51]. Lancuchy Markova sa takze wykorzystywane

w mechanice molekularnej, co opisuje w rozdziale 5.
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Rysunek 4.1. Przykladowy tancuch Markova. Na gérze pokazano serie czasowa zdarzen (sta-
néw). Ponizej utworzone na jej podstawie macierz i graf przejscia. Kolorami zaznaczono rézne
rodzaje przejé¢. Szczegbdlowy opis w tekscie. Zrodlo: Wiasne.
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5. Zastosowanie analizy skupien
1 lancuchéw Markova w mechanice

molekularnej

5.1. Wstep

W ostatnich latach analiza skupien i konstruowanie na jej podstawie modelu Mar-
kova stajg sie coraz bardziej popularng metoda analizy danych pochodzacych z symula-
¢ji dynamiki molekularnej. Technika ta pozwala na analize stabilnych i metastabilnych
konformacji systemu, ich energii oraz przej$¢ pomiedzy nimi. W ten sposéb mozna
uzyska¢ dane na temat ewolucji systemu i jego stanu réwnowagi w stosunkowo dhu-
gich skalach czasowych[52]. Umozliwia to badanie powolnych proceséw zachodzacych
w makromolekutach lub z ich udziatem, takich jak zwijanie biatek, aktywacja kinaz oraz
receptoréw zwiazanych z biatkami G i zwiazane z nimi ztozone zmiany konformacyjne

makromolekul[53].

5.2. Konstrukcja modeli Markova

Wykorzystanie tej techniki wymaga prawidtowo skonstruowanego modelu Markova,
najlepiej opartego na zbiorze trajektorii (n.p. pochodzacych z symulacji typu REMD),
poniewaz pojedyncza trajektoria moze na dtugi czas symulacji utkna¢ w lokalnym mini-
mum energetycznym uktadu. Najczesciej przy konstruowaniu modelu Markova odrzuca
sie informacje kinetyczne (o predkosci atoméw w symulacji) i zaktada sie, ze konfor-
macje podobne do siebie strukturalnie sg tez podobne kinetycznie. Prawidtowy Model

Markova pozwala na modelowanie kinetyki ukltadu w czasie znacznie dtuzszym (na-
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wet o kilka rzedéw wielkosci) niz dtugos¢ trajektorii uzytych do jego skonstruowania.
Umozliwia to uzyskanie ogélnego obrazu Sciezek i stanéw posrednich jakie przyjmuje
badana makromolekuta. Metastabilne stany uzyskane w modelu Markova moga po-
stuzy¢ jako konformacje startowe w nastepnym cyklu dynamiki molekularnej, analizy
skupien i budowy modelu Markova. Pozwala to na tatwiejsze zebranie lepszej jakosci
danych w porownaniu z symulacjami startujacymi z losowych, rozwinietych konformacji
albo ze struktury natywnej[54, 55].

W trakcie tworzenia tancucha Markova moga pojawi¢ si¢ dwa rodzaje bledow.
Pierwszym sa bledy deterministyczne, ktore wynikaja z trudnosci prawidtowego po-
dziatlu danych z symulacji na stany. Nieprawidtowy podziat moze sprawi¢, ze uzyskany
model nie bedzie speklial wlasnosci Markova - jeden jego stan bedzie reprezentowal
wiecej niz jeden niezalezny stan symulowanego uktadu. Btad ten mozna zmniejszy¢ po-
lepszajac podzial, ale jego wlasciwe wyznaczenie jest trudne. Zbyt ptytki podzial (zbyt
matla liczba stanéw) powoduje utrate doktadnosci uzyskanego modelu. Zbyt gleboki po-
dzial (zbyt duza liczba standéw) utrudnia obliczenia nie polepszajac jakosci uzyskanego
modelu, a niekiedy moze nawet pogorszy¢ jakos¢ modelu, jesli uktad spedza w jednym
stanie zbyt malo czasu zeby zachowaé wtasno$¢ Markova. Wielko$¢ (i przez to liczba)
uzyskanych grup ma wplyw na informacje jakie mozna odczyta¢ z modelu. Bardziej
szczegOtowy podzial moze dostarczyé lepszych informacji o kinetyce uktadu. Grubo-
ziarnisty model (mniejsza liczba grup) pozwala wizualizowaé¢ zmiany konformacyjne
uktadu w sposéb bardziej zrozumialy dla cztowieka, co pozwala na tatwiejsze formuto-
wanie kolejnych hipotez o zachowaniu badanego uktadu. Z tych powodéw prawidtowe
przeprowadzenie podziatu jest bardzo istotnym krokiem w konstruowaniu modelu Mar-
koval54, 56, 57].

Drugim rodzajem bledéw sg btedy statystyczne, ktore wynikaja z ograniczonego
zakresu danych zebranych w trakcie symulacji. Zmniejsza si¢ go zbierajac wiecej da-
nych (przeprowadzajac dtuzsze symulacje lub symulujac wiecej trajektorii w przypadku
REMD) i przygotowujac na ich podstawie kilka réznych modeli Markova[56].

W konstruowaniu modelu Markova znaczenie ma uzyty algorytm grupowania. dla nie-

wielkich uktadéw rozne algorytmy czesto daja podobne wyniki. W przypadku wiek-
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szych makromolekut uzyty algorytm moze wywiera¢ duzy wptyw na uzyskany podziat
na stany, a przez to na zbudowany model Markova. Co istotne algorytmy geometryczne
(k-Srednich, grupowanie hierarchiczne i Bayesowskie) sprawdzaja sie réwnie dobrze,
a w niektorych sytuacjach nawet lepiej niz algorytmy kinetyczne (Perron-cluster). Po-
twierdza to wspomniane wyzej zatozenie, ze konformacje podobne strukturalnie sg tez
podobne kinetycznie[54].

Istotnym zagadnieniem jest takze dobranie wlasciwego czasu opdZnienia (ang. lag
time). Jest to odstep, liczony po czasie symulacji, pomiedzy parami struktur wyko-
rzystywanymi do zliczania przej$¢ w trakcie tworzenia matrycy przejécia modelu Mar-
kova. Zbyt duza warto$¢ tego parametru moze spowodowaé pogorszenie jakosci modelu
ze wzgledu na mniejsza liczbe branych pod uwage przejs¢. Zbyt mata réwniez moze
spowodowadé pogorszenie jako$ci modelu poniewaz uzyskany tancuch przej$é moze nie
speliaé wlasnosci Markova (moze zachowywaé pamie¢ o poprzednich stanach)[57].
W przypadku tworzenia modeli z ktérych wywodzone majg by¢ wlasnosci kinetyczne

uktadu najczesciej uzywa sie czasu pomiedzy 1ns a 100 ns[54, 58].

5.3. Literaturowe przyktady zastosowania metody

W 2009 roku Vijay S. Pande z zespotem wykorzystali analize skupien i tancuch
Markova do analizy wielu réznej dtugosci trajektorii pochodzacych z symulacji dy-
namiki molekularnej biatka NTL9(1-39), sktadajacego sie z 39 reszt aminokwasowych.
Symulacje przeprowadzili przy pomocy platformy Folding@Home, czego wynikiem byta
duza liczba bardzo krotkich trajektorii, ktore nastepnie byly ze soba taczone w diugie
trajektorie. W grupowaniu wykorzystali algorytm k-srednich i hierarchiczne budowanie
stanéw. Najpierw podzielili struktury uzyskane z trajektorii na 100 000 mikrostanéw
z ktorych zbudowali 2000 makrostanéw. W konstruowaniu modelu Markova uzyli tra-
jektorii o temperaturze 370K i czaso6w opodznienia od 1ns do 32ns. Nastepnie przy
uzyciu zachtannego algorytmu z nawrotami ustalili 10 najczestszych Sciezek zwijania
ze struktury rozwinietej w natywna. Odkryli istnienie dwoch gtéwnych stanow uktadu

- rozwinietego i zwinietego oraz dwoch istotnych stanow posrednich pomiedzy nimi.
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Te stany posrednie istnieja rownolegle wobec siebie, jako elementy dwoch réznych
Sciezek zwijania biatka i r6znig sie¢ upakowaniem regionéw hydrofobowych. Poza nimi
istniejg inne stany, tworzace ztozona sie¢c. W przeanalizowanym biatku autorzy nie
znalezli jednej, dominujacej Sciezki zwijania, ale caty sie¢ stanéw posrednich z ktorych
kilka jest bardziej znaczacych od pozostatych[58].

Ten sam zesp6t zastosowat te metode w analizie wezesniej opublikowanych, bardzo
dtugich (100ps) trajektorii zwijania domeny FiP35 WW. Uzyskali oni nowe, niewi-
doczne bezposrednio w trajektoriach, mozliwe Sciezki zwijania tego biatka. Odkryli
takze zbior grup zawierajacych struktury dos¢ podobne do natywnej, pomiedzy ktérymi
badany uktad moze bardzo szybko i czesto przechodzi¢. W tym zbiorze zawieraja sie
stany istotne z punktu widzenia funkcjonalnosci biatka, a zmiany konformacji struktury
pomiedzy nimi moga odpowiadaé¢ za mechanizm jego dziatania[59].

Technika ta jest tez uzywana do badania zmian konformacyjnych biatek zwiazanych
z pelionymi przez nie funkcjami. Za jej pomoca zbadano uwalnianie jonu difosforo-
wego przez bakteryjna polimeraze RNA. Odkryto w ten sposéb prosty, dwustanowy
mechanizm tego procesu[60]. Innym przyktadem jest analiza dziatania bakteryjnego,
zaleznego od jonow sodu, transportera leucyny. Zidentyfikowata ona 6 metastabilnych
konformacji i prawdopodobiefistwa przejsé¢ pomiedzy nimi[61].

Analiza skupien w potaczeniu z budowaniem modeli Markova moze by¢ stosowana
nie tylko do biatek. W 2016 roku uzyto jej do analizy rozwijania aptameru taczacego
sie z trombing. Czasteczka ta jest G-kwadrupleksem, czyli krétka, czteroniciows struk-
turg DNA. Bierze udzial w kaskadzie krzepniecia krwi. Odkryto dwie gtéwne $ciezki
rozwijania tej czasteczki. Jedna jest zgodna z danymi uzyskanymi z eksperymentéw
NMR i przechodzi przez wiele stanéw posrednich. Istotne w niej sg dwa wazne stany
posrednie: jeden przypomina G-triplex, a drugi jest obligatoryjnym stanem przejscio-
wym pomiedzy zwinieta a rozwinieta konformacjag struktury. Jest to gtéwna $ciezka
zwijania. Druga $ciezka jest prostsza, zawiera mniej stanéw posrednich i nie przechodzi

przez dwa opisane wyzej istotne dla pierwszej $ciezki stany[62].
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Celem niniejszej pracy doktorskiej byto zbadanie mechanizmu fatdowania, czyli spo-
sobu uzyskiwania struktury trzeciorzedowej, dla kilku wybranych, niewielkich biatek.
W tych badaniach przyjatlem nastepujaca hipoteze badawcza: Biatka nie posiadaja
jednej dominujacej Sciezki fatdowania rozumianej jako jednoznaczna i powtarzalna se-
kwencja zdarzen prowadzaca od struktury calkowicie rozwinietej do konformacji na-
tywnej. Dodatkowo struktura natywna nie jest idealnie stabilna i biatko moze z niej
rozwija¢ sie w rozne, czesciowo zwiniete struktury. Tworzy sie w ten sposob sie¢ cze-
Sciowo stabilnych stanéw ktora chciatem pokazac. Istotnym elementem moich badan
jest zaproponowanie i implementacja nowej metody obliczeniowej majacej za zadanie
dostosowac¢ procedure analizy skupien do charakterystyki danych pochodzacych z sy-
mulacji. Zostala ona opisana w rozdziale 6.3.3.

Moja strategia majaca na celu weryfikacje opisanej hipotezy byto podzielenie pracy

na nastepujace etapy:

1. Wybranie kilku niewielkich biatek oraz przeprowadzenie dla nich, we wspotpracy
z doktorem Arturem Gieldoniem z Wydziatu Chemii UG, symulacji multiplekso-
wej dynamiki molekularnej z wymiana replik wykorzystujac dwa rézne pola sit -
petnoatomowe (AMBER) oraz gruboziarniste (UNRES).

2. Przygotowanie $rodka technicznego do realizacji celu w postaci programu, ktory
zaprojektowatem i napisatem w jezyku C z wykorzystaniem biblioteki OpenMP
stuzacej do przeprowadzenia obliczen rownoleglych. Jego zadaniem jest wykonywa-
nie analizy skupien, przy uzyciu zmodyfikowanego przeze mnie Algorytmy Najbliz-
szego Sasiada, oraz budowa Lancucha Markova na podstawie struktur pochodzacych
z symulacji. W swoim zatozeniu mdéj program ma umozliwia¢ szybka analize nawet
bardzo duzych zestawéw danych.

3. Przeanalizowanie serii czasowych struktur, pochodzacych z uzyskanych w trakcie
symulacji trajektorii dynamiki molekularnej, przy pomocy opisanego powyzej pro-
gramu, co umozliwito mi wizualizacje sieci standéw posrednich i procesu fatdowania

biatka.
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6. Program pdbclust
6.1. Wstep

Program pdbclust jest utworzonym przeze mnie uniwersalnym programem stuza-
cym do przeprowadzenia analizy skupien i budowy gruboziarnistego modelu Markova
na podstawie danych pochodzacych z dynamiki molekularnej. W swoim zaltozeniu ma
pomaga¢ w analizie Sciezek zwijania biatek. Dzieki wigczeniu znanej struktury na-
tywnej w budowanie modelu Markova pozwala on na badanie jak dziata pole sit oraz
czy i w jaki sposéb prowadzi do struktury natywnej. Generalnie nie ma za zadanie
uzyskania modelu pozwalajacego na badanie kinetyki uktadu.

W tym programie zastosowatem znaczacg modyfikacje jednego ze standardowych
algorytmow analizy skupien, co opisatem w rozdziale 6.3.3. Jej celem jest dostoso-
wanie algorytmu do charakterystyki uzytych danych, czyli trajektorii molekularnych,
co powinno doprowadzi¢ do uzyskania lepszych wynikow. Druga istotna rzecza byta
mozliwo$¢ grupowania bardzo duzej liczby struktur. Wzrost ilosci danych, czyli m.in.
struktur, uzyskiwanych z symulacji sprawia, ze potrzebne sa nowe podejscia do ich
analizy. Przeprowadzone przeze mnie pomiary wydajnosci mojego programu, znajdu-
jace sie w rozdziale 10 pokazuja, ze program moze by¢ uzyty do analizy setek tysiecy
i wiecej struktur i przeprowadzi¢ ja w rozsadnym czasie.

Program ten dzieli struktury na grupy pod wzgledem podobienstwa strukturalnego,
nastepnie tworzy tancuch Markova z przejs¢ pomiedzy okreslong liczba najliczniejszych
grup. Przejscia te sa sumowane w matrycy przej$é¢ i na jej podstawie tworzona jest
prosta graficzna reprezentacja zachowania uktadu. Program pozwala na jednoczesng
analize pojedynczej albo wielu trajektorii, pochodzacych na przyktad z symulacji typu
REMD. Moze on dziataé¢ zaréowno sekwencyjnie jak i réwnolegle. Instrukcja obstugi

w jezyku angielskim znajduje sie w dodatku do niniejszej pracy. W tym rozdziale
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postawitem sobie za zadanie szczegdlowo opisaé sposob dziatania napisanego przeze

mnie programu.

6.2. Uzywane technologie i narzedzia programistyczne

6.2.1. Jezyk C

Jezyk C jest strukturalnym, imperatywnym jezykiem programowania uzywajacym
statycznego typowania. Utworzony zostal w AT&T Bell Labs pomiedzy rokiem 1969
a 1973. Jego gtéwnym tworca byt Dennis Ritchie. W roku 1978 Brian Kernighan
i Dennis Ritchie opublikowali pierwsza edycje ksigzki "The C Programming Langu-
age”, ktora stala sie nieformalnym standardem tego jezyka. Jego pierwszy oficjalny
standard pojawit sie w 1989 roku. Kolejne jego wersje opublikowano w latach 1999
oraz 2011. Jezyk C jest typowym przyktadem jezyka wysokiego poziomu owczesnych
czasow ze wzgledu na multiplatformowosé¢ oraz uniwersalnosé zastosowan. W jezyku
tym zostal napisany m.in system UNIX. Ze wzgledu na tworzenie wydajnych progra-
méw wynikowych jest on, razem z jezykami FORTRAN i C++4, stosowany do zadan
wymagajacych duzej liczby obliczen, miedzy innymi w modelowaniu molekularnym|63,
64]. Mimo swojego wieku pozostaje wciaz popularnym jezykiem programowania[65, 66).

Istnieja napisane w tym jezyku biblioteki programistyczne przeznaczone do obstugi
plikéw w formacie PDB. Zdecydowalem sie ich nie wykorzystywac ze wzgledu na wydaj-
nos¢ pod wzgledem wykorzystywanej pamieci. Dostepne biblioteki wezytuja wiekszosé
lub wszystkie informacje z pliku PDB, podczas gdy méj program potrzebuje tylko typu
i wspotrzednych atoméw. Ma to istotne znaczenie w przypadku przetwarzania bardzo

duzej liczby struktur pochodzacych z symulacji[67].

6.2.2. OpenMP

OpenMP jest interfejsem programowania aplikacji (API), czyli zestawem funkcji,
protokotéw i danych przeznaczonym do tworzenia programéw komputerowych. Umoz-
liwia on tworzenie aplikacji przeprowadzajacych wielowatkowe, rownolegte obliczenia.

Wykorzystuje przy tym model pamieci wspotdzielonej, w ktérym wszystkie watki da-
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nego programu posiadajg dostep do wspdlnego obszaru pamieci. Ze wzgledu na ta de-
cyzje projektowa przeznaczony jest gtéwnie do dziatania na pojedynczych maszynach
wyposazonych w procesory wielordzeniowe. Obecnie OpenMP dostepny jest dla jezy-
kow programowania C, C++ oraz FORTRAN dla wielu platform zaréwno sprzetowych
jak 1 systemowych[68, 69]. W mojej pracy wykorzystalem implementacje OpenMP
bedaca czescig pakietu GCC.

Gléwna alternatywa dla OpenMP jest MPI. Jest on protokotem przesytania danych
pomiedzy watkami programéw komputerowych uruchomionymi na jednej lub wielu
maszynach w sieci. Wykorzystuje on pamigé¢ rozproszona, osobna dla kazdego watku.
Podobnie jak OpenMP jest on dostepny dla jezykéw programowania C, C++, FOR-
TRAN, a takze C#, Python i innych, dla wielu platform zaréwno sprzetowych jak
i systemowych[70, 71].

Ze wzgledu na wykorzystywanie przez niego pamieci wspotdzielonej z tych dwoch
mozliwosci zdecydowalem sie wybra¢ OpenMP. Charakterystyka danych i sposobu
dziatania mojego programu wymagalyby przesytania bardzo duzych ilosci informacji
pomiedzy watkami w przypadku wykorzystania standardu MPI. Wptynetoby to bar-
dzo negatywnie na wydajnos$¢ aplikacji. Dodatkowo zdecydowana wiekszos¢ obliczen
w programie wykonywanych jest niezalezna od siebie nawzajem. Pozwala to na tatwe
unikanie tzw. (ang.) race conditions, czyli zaleznosci koncowego stanu programu od tego
w jakiej kolejnosci zostaty wykonane zrownoleglone obliczenia, mimo stosowania wspot-

dzielonego modelu pamigci.

6.2.3. Pozostale technologie i narzedzia

Wizualizacje wynikéw programu przeprowadzam przy pomocy programu Graphviz.
Jest to otwarty (typu (ang.) open-source) program przeznaczony do wizualizacji da-
nych w postaci grafow. Przyjmuje on tekstowy plik wejéciowy opisujacy dane i na jego
podstawie tworzy ich graficzng reprezentacje. Pozwala w szerokim stopniu kontrolowaé
wyglad wynikowej grafiki. Dostepny jest on w wiekszosci dystrybucji systemu Linux,
a takze w systemach Windows, Mac OS i Solaris[72].

Zadania programistyczne bedace cze$cia mojej pracy wykonywatem przy wykorzy-
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staniu komputera dziatajacego pod kontrola systemu operacyjnego Linux Mint[73].
Kod programu tworzytem przy pomocy otwartych zintegrowanych $rodowisk programi-
stycznych (IDE) Code::Blocks|74] oraz Geany[75]. Program kompilowatem przy uzyciu
pakietu kompilatoréw i narzedzi GCC[76]. W celu umozliwienia automatycznej kom-
pilacji programu napisatem skrypt dla programu make (tzw. Makefile)[77]. W celu
zidentyfikowania probleméw z zarzadzaniem pamiecig przez méj program uzyltem apli-
kacji Valgrind[78]. Wykorzystywanym przeze mnie systemem kontroli wersji byt Mer-
curial[79] a do wykonania kopii zapasowej danych w postaci zdalnego repozytorium

wykorzystatem sieciowa ustuge BitBucket[80].

6.3. Opis dziatania programu

6.3.1. Dane wejsciowe

Program pdbclust przyjmuje jako parametry wejSciowe utworzony przez uzytkow-
nika plik konfiguracyjny zawierajacy parametry programu oraz pliki wynikowe pocho-

dzace z symulacji biomolekularnych w jednej z trzech form:

— PIliki wynikowe programu UNRES skonwertowane do plikow multiPDB przy po-
mocy narzedzia bedacego czeScig UNRESa. Zawieraja one zaréwno wspolrzedne
atomow jak i informacje o temperaturze i energii struktur.

— Pliki wynikowe programu sander bedacego czescig pakietu oprogramowania AM-
BER, skonwertowane do plikéw multiPDB razem z plikami mdout zawierajacymi
informacje o temperaturze i energii struktur.

— Pliki multipdb pochodzace z dowolnego zrodta razem z dodatkowymi plikami za-

wierajacymi informacje o temperaturze i energii struktur.

6.3.2. Wczytanie i przygotowanie danych

Program zaczyna dzialanie od utworzenia pliku do ktorego bedzie zapisywany dzien-
nik dziatania programu. W kolejnym kroku wezytywany jest podany przez uzytkownika
plik konfiguracyjny i ustawiane sa zdefiniowane w nim opcje. Nastepnie tworzona jest,

rowniez na podstawie pliku konfiguracyjnego, lista plikoéw wejsciowych zawierajacych
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podana) struktury

Rysunek 6.1. Schemat inicjalizacji programu pdbclust. Zrédlo: Wlasne.

dane z symulacji razem z ich podzialem na poszczegdlne trajektorie. Dalej obliczana jest
catkowita liczba struktur oraz liczba atoméw w pojedynczej strukturze ktore zostang
wezytane. Na podstawie tego alokowana jest odpowiednia ilo$¢ pamieci operacyjnej
komputera. Nastepnie do tej pamigci wezytywane sg po kolei wszystkie struktury z pli-
kow wejsciowych. Struktura natywna, jesli jest podana, jest wezytywana jako pierwsza.
W celu zmniejszenia ilosci pamigci potrzebnej programowi z przetwarzanych struktur
sg wezytywane tylko wspotrzedne i identyfikatory atoméw biorgeych udzial w analizie
skupien i inne niezbedne informacje (takie jak energia i temperatura danej struktury).

Schematyczne przedstawienie tego procesu znajduje si¢ na rysunku 6.1.

6.3.3. Analiza skupien

Analiza skupien struktur jest przeprowadzana przy uzyciu zmodyfikowanego algo-
rytmu najblizszego sasiada (ang. nearest neighbor algorithm). Jest to szybki algorytm
pozwalajacy na uzyskanie w jednym kroku gruboziarnistego podziatu na grupy. Bazuje
on na obliczaniu RMSD pomiedzy parami struktur. Uzytkownik definiuje jakie atomy
powinny by¢ brane pod uwage w tych obliczeniach. Domyg$lnie sa to atomy wegla «
aminokwasow. Jesli struktury we wczytanych trajektoriach maja rézne temperatury
analiza skupien moze zosta¢ przeprowadzona na wszystkich z nich albo tylko na tych
o okreslonej temperaturze.

Aplikacja wykorzystuje struktury o najnizszej energii jako centra albo ziarna (ang.
kernel) grup. Takie podejscie jest uzasadnione, gdyz struktura o najnizszej energii

znajduje si¢ w poblizu minimum lokalnego. W przypadku braku informacji o energii
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analiza skupien moze zosta¢ przeprowadzona losowo. Kazda struktura moze naleze¢
tylko do jednej grupy. Wielko$¢ uzyskanych grup jest modyfikowana przez parametr
okreslajacy promien grupy, czyli maksymalng wartos¢ RMSD obliczong pomiedzy cen-
trum i struktura przynalezna do grupy. Domyélnie warto$é tego promienia wynosi 4A.
Po zakonczeniu analizy skupien zdefiniowana przez uzytkownika liczba najwiekszych
grup jest wykorzystywana w dalszych obliczeniach oraz zapisywane sa na dysku dwa
pliki. Pierwszy zawiera dane o wszystkich strukturach (ich numery, energie, przynalez-
no$¢ do grupy i RMSD wzgledem centrum). Drugi zawiera informacje o strukturach
tworzacych najwigksze grupy wraz z liczba struktur do nich przynalezacych.

Ta czes¢ programu jest najbardziej wymagajaca obliczeniowo i przez to czaso-
chtonna, w zwigzku z tym uzytkownikowi wyswietlany jest przyblizony pasek postepu

przy pomocy semigrafiki.

Modyfikacja Algorytmu Najblizszego Sasiada

W oryginalnej wersji algorytmu najblizszego sasiada centra grup sa strukturami,
ktore maja najwieksza liczbe sasiadéw (struktur o RMSD wzgledem nich nie wiekszym
od danego). Jak wspomniano w akapicie powyzej program pdbclust w swoim gtéwnym
zalozeniu wykorzystuje inng metode. Centrami grup sa struktury o najnizszej energii,
czyli znajdujace sie w lokalnych minimach (lub ich poblizu) krajobrazu energetycznego
uktadu. Zgodnie z tym co opisalem w czeSci niniejszej pracy na temat modelowania
molekularnego takie punkty reprezentuja stabilne stany uktadu i sg interesujace z bio-
chemicznego punktu widzenia. Algorytm ten wybralem ze wzgledu na matg ztozonosé
obliczeniowa i niewielkie zuzycie pamieci, co umozliwia przetwarzanie bardzo duzej

ilodci struktur w rozsadnym czasie.

Szczegdly algorytmu analizy skupien

Poczatkowo wszystkie struktury sa oznaczone jako nieprzetworzone i kazda z nich
nalezy do grupy sktadajacej si¢ tylko z niej samej. Jesli podana jest struktura natywna
przetwarzana jest ona jako pierwsza. Poza tym wyjatkiem program dziala w nastepu-

jacy sposob w petli dopoki istniejg odpowiednie struktury:
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1. Znajdz nieprzetworzong strukture o najnizszej energii, bedaca centrum grupy. Wez
ja jako nowe centrum grupy CG.
2. dla kazdej pozostatej struktury A.:
a) Jesli A jest nieprzetworzonym centrum grupy oblicz jej RMSD wzgledem CG.
i. Jedli jest on mniejszy lub réwny promieniowi grupy R dodaj A do grupy
nalezacej do CG i zapisz jej RMSD wzgledem niego.
ii. W przeciwnym wypadku nie r6b nic ze struktura A.
b) Jesli A nalezy juz do innej grupy i jej RMSD wzgledem obecnego centrum grupy
OC jest wigkszy od potowy promienia grupy R oblicz jej RMSD wzgledem CG.
i. Jesli jest on mniejszy niz RMSD wzgledem OC dodaj A do grupy nalezacej
do CG i zapisz jej RMSD wzgledem niego nadpisujac RMSD wzgledem OC.
ii. W przeciwnym wypadku nie r6b nic ze struktura A.
¢) W innych przypadkach nie réb nic ze struktura A.

3. Oznacz CG jako przetworzona.

Diagram UML aktywno$ci opisujacy ten algorytm znajduje sie na rysunku 6.2. Za-
rowno poszukiwania nowego centrum grupy jak i poszukiwanie struktur ktére powinny
do niej naleze¢ mozna bardzo tatwo przeprowadzi¢ rownolegle. Wystarczy podzieli¢
zbior wszystkich struktur pomiedzy watki, gdyz w obu tych przypadkach obliczenia
dla pojedynczej struktury sa niezalezne od obliczen na innych strukturach. W ten

sposob zrownoleglitem ta czesé programu.

Obliczanie RMSD

Program pdbclust oblicza RMSD pomiedzy dwoma strukturami przy pomocy algo-
rytmu Kabscha zaproponowanego przez Wolfganga Kabsha w 1976 roku[81]. Algorytm
ten tworzy optymalng macierz rotacji ktora jest wykorzystywana do obliczenia minimal-
nego RMSD pomiedzy dwoma zbiorami odpowiadajacych sobie punktow. Sktada sie on
z trzech etapoéw. Najpierw struktury reprezentowane przez oba zbiory punktéw sa na-
ktadane na siebie. Odbywa sie to poprzez przesuniecie (translacje) centroidéw obydwu
zbioréw punktéw do srodka uktadu wspotrzednych. W kolejnym kroku obliczana jest

macierz kowariancji obydwu zbioréw punktow. Nastepnie przy pomocy dekompozycji
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Rysunek 6.2. Schemat algorytmu grupowania wykorzystywanego przez program pdbclust.
Zrédio: Wiasne.
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gtownych sktadowych (SVD, singular-value decomposition) obliczana jest optymalna
macierz rotacji. Wykorzystywana jest ona w koncu aby optymalnie natozy¢ na siebie
dwa zbiory punktéw, zaréwno pod wzgledem translacji jak i rotacji i na podstawie tego
obliczy¢é RMSD[81]. Program uzywa implementacji tego algorytmu wykorzystywanej
przez pakiet oprogramowania UNRES. Zostala ona utworzona przez doktora Kenne-

tha D. Gibsona z Cornell University w jezyku FORTRAN jako podprogram o nazwie

fitsq[82].

Struktura natywna

Struktura natywna, o czym wspomina powyzszy opis, jest traktowana w sposob
uprzywilejowany. Przedstawia ona ”domyslng” konfiguracje przestrzenng danej struk-
tury w zwigzku z czym dostaje ona mozliwo$¢ utworzenia grupy jako pierwsza. W dal-
szych obliczeniach, zwigzanych z tworzeniem modelu Markova, réwniez jest ona trakto-
wana specjalnie i zawsze pojawia si¢ jako jedna ze struktur wykorzystywanych do utwo-
rzenia matrycy przejscia. Pozwala to na stwierdzenie jakimi Sciezkami pole sit zwija
badang makromolekute oraz jaki jest w nim zwiazek pomiedzy najwickszymi grupami
a strukturag natywna. Potencjalnie moze to zosta¢ wykorzystane do ulepszania para-
metrow pola sit. Uzytkownik wskazuje, jaka struktura powinna by¢ traktowana jako
natywna. Moze to by¢ struktura uzyskana eksperymentalnie, kandydat na stabilng
strukture natywna lub przejsciowa lub inna, w zaleznosci od wymagan.

Ze wzgledu na swoja charakterystyke obecne pola sitowe nigdy nie oddajg dosko-
nale fizycznej rzeczywistosci, co wptywa na konformacje struktur uzyskanych w trakcie
symulacji. Podobnie wiele struktur natywnych jest uzyskiwanych przy pomocy kry-
stalografii, ktora takze wplywa na przestrzenne rozmieszczenie atomoéow w strukturze.
Struktura natywna moze by¢ tez niskiej jakosci bez wzgledu na technike, przy pomocy
ktorej zostata uzyskana. W zwiazku z tym moze ona nie pasowa¢ dobrze do warunkéw
istniejacych w trakcie symulacji. W takiej sytuacji uzycie struktury natywnej zmini-
malizowanej, albo zminimalizowanej i podgrzanej wewnatrz danego pola sit moze da¢

lepsze rezultaty, czyli liczniejsza grupe przez nig utworzona.
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6.3.4. Konstruowanie modelu Markova

Konstruowanie modelu Markova przez program rozpoczyna sie znalezieniem grup
zawierajacych najwigksza liczbe struktur oraz alokacja pamieci dla struktur danych.
Uzytkownik moze zdefiniowa¢ zaréwno minimalng wielko$¢ jak i maksymalng liczbe
grup ktére powinny by¢ uzyte w tych obliczeniach. Nastepnie program zlicza przejscia
pomiedzy tymi grupami nastepujace chronologicznie w trajektoriach. Moze si¢ ono od-
bywaé dla wszystkich struktur albo tylko dla tych o okreslonej temperaturze. Aby ta-
kie przejécie zostalo zarejestrowane muszag by¢ spetlnione dwa warunki. Po pierwsze
obydwie struktury musza naleze¢ do tej samej trajektorii. Po drugie struktura do kto-
rej nastepuje przejscie nie moze by¢ zbyt odlegla chronologicznie (w serii czasowej)
od struktury z ktorej nastepuje przejscie.

Odlegtosé definiowana jest tutaj jako liczba struktur w trajektorii pomiedzy dwoma
strukturami. Dwie struktury nastepujace bezposrednio po sobie maja odlegto$é réwna
jeden. Dwie struktury pomiedzy ktorymi istnieje jedna inna struktura, nalezaca do grupy
niebranej pod uwage przy konstrukcji modelu Markova, majg odlegtosé¢ réwng dwa, itd.
Graficzna reprezentacja tej definicji znajduje si¢ na rysunku 6.3. Maksymalna odlegtos¢
przy ktorej przejscie bedzie brane pod uwage definiuje uzytkownik w pliku konfigura-
cyjnym. 7Z danej struktury moze nastgpi¢ co najwyzej jedno przejécie, do najblizszej
z nastepujacych po niej struktur nalezacej do jednej z grup tworzacych model Markova.
Zliczanie przejs¢ w ten sposob ignoruje male grupy posrednie ktére mogly utworzy¢ sie
pomiedzy najwiekszymi grupami. Pozwala to na zwigkszenie liczby zliczonych przejsé
i przez to ilodci danych uzytych do budowy modelu. Zliczanie przejs¢ w ten sposéb,
w przeciwienstwie do stosowania czasu opoOznienia, nie pozwala na modelowanie kine-
tyki uktadu. Upraszcza za to uzyskany model przez ignorowanie mniej waznych stanow
i pozwala na zliczenie wigkszej liczby przejs¢ pomiedzy najwiekszymi grupami.

Zliczone przejscia sg zbierane w macierzy przej$¢ ktéra nastepnie zapisywana jest
do pliku. Jej pierwsza kolumna zawiera numer grupy (struktury bedacej jej centrum)
z ktorej nastepuje przejscie, natomiast pierwszy wiersz numer grupy do ktorej naste-
puje przejscie. Warto$ci w macierzy oznaczaja liczbe przejs¢ pomiedzy danymi gru-

pami. W zwiazku z tym nie jest to macierz przej$cia w Scistym matematycznym sensie,
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Rysunek 6.3. Graficzna wizualizacja odlegloéci w lancuchu obserwacji. Zrédlo: Wiasne.

gdzie poszczegblne elementy macierzy reprezentujg wartosci prawdopodobienstwa zaj-
Scia przejscia (macierz jest znormalizowana). Liczba przej$é jest istotna informacja,
potrzebna do pelnej analizy wynikow, w zwigzku z czym program nie przeprowadza
normalizacji.

Roéwniez te czed¢ programu zréwnoleglitem przy pomocy OpenMP. Uzyskatem to po-
nownie poprzez podzielenie zbioru wszystkich struktur pomiedzy watki programu i prze-

twarzanie ich w nastepujacy sposob:

1. Sprawdz czy dana struktura nalezy do grupy bioracej udzial w tworzeniu modelu
Markova. Jesli nie zignoruj ja.

2. Sprawdzaj po kolei nastepujace po niej chronologicznie struktury az znajdziesz na-
lezaca do ktorejs z grup tworzacych model Markova albo przekroczysz maksymalng
odleglosc.

a) Jedli przekroczytes maksymalna odleglosé nie réb nic.
b) Jesli znalaztes strukture nalezaca do ktérejs$ z grup tworzacych model Markova

dodaj to przejscie do macierzy przejsc.

6.3.5. Graficzna reprezentacja wynikéw

Ostatnim zadaniem wykonywanym przez program jest wizualizacja danych. Ba-
zuje ona zaréwno na wynikach analizy skupien, z ktorych wykorzystywane sa rozmiary
najwickszych grup, jak i na modelu Markova, z ktérego wykorzystywana jest liczba
przejs¢ pomiedzy poszczegdlnymi grupami. Odbywa sie ona przez utworzenie pliku wej-

sciowego dla programu Graphviz. W utworzonej przez niego grafice wierzchotki grafu
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Rysunek 6.4. Przyktadowy graf wygenerowany ze skryptu utworzonego przez pdbclust.
Liczby w prostokatach oznaczaja numery poszczegdlnych grup.

oznaczajg poszczegolne grupy, natomiast krawedzie oznaczajg przejécia pomiedzy nimi.
Im liczniejsza grupa tym wiekszy reprezentujacy ja wierzchotek grafu (symbolizowany
wigkszym rozmiarem na grafice). Podobnie grubsze krawedzie pomiedzy wierzchotkami
reprezentuja wieksza liczbe przejsé pomiedzy danymi dwiema grupami.

Uzytkownik mojego programu moze na tym etapie wylaczyé¢ wyswietlanie petli
grafu (czyli krawedzi zaczynajacych i koniczacych sie w tym samym wierzchotku) i wla-
czy¢ skalowanie wartosci, gdyz czesto pojedyncze wysokie wartosci liczby przejs¢ domi-
nuja nad pozostatymi, co zmniejsza czytelno$¢ grafu. Jest takze mozliwe zdefiniowanie
minimalnej i maksymalnej wyswietlanej wartosci liczby przejsé. Liczby przej$é mniejsze
od minimalnej nie sg wys$wietlane, natomiast wieksze od maksymalnej sa zmniejszane
do jej wartosci. Ze wzgledu na to, ze generowany jest plik wejSciowy dla programu
Graphviz, a nie gotowa grafika, mozna dokona¢ w nim recznych zmian, co pozwala
dostosowa¢ wygenerowana grafike do wymagan uzytkownika. Przyktadowa grafika wy-

generowana ze skryptu utworzonego przez pdbclust znajduje sie na rysunku 6.4.
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6.3.6. Wykonywanie poszczegdlnych zadan

Powyzej opisatem pelen proces dziatania programu. Mozliwe jest takze wykony-
wanie poszczegdlnych, gtownych zadan pojedynczo, na podstawie plikow wynikowych
poprzednich zadan. Umozliwia to, na przyktad, utworzenie kilku modeli Markova o r6z-
nych parametrach na podstawie tych samych wynikéow analizy skupien. Oszczedza to
czas i zasoby, gdyz nie jest wtedy konieczne kilkukrotne wykonywanie tych samych

kosztownych obliczen. Mozliwe sg cztery rézne sposoby wykonywania programu:

1. Pelny przebieg programu. Wykorzystuje on pliki wejsciowe pochodzgce z symulacji
i zapisuje wszystkie rodzaje plikow wynikowych.

2. Wykonanie tylko analizy skupien. Wykorzystuje on pliki wej$ciowe pochodzace z sy-
mulacji i zapisuje pliki wynikowe potrzebne do tworzenia modelu Markova i wizu-
alizacji.

3. Utworzenie modelu Markova. Wykorzystuje on pliki wejSciowe pochodzace z analizy
skupien i zapisuje pliki wynikowe potrzebne do wizualizacji.

4. Utworzenie skryptu do wizualizacji. Wykorzystuje on pliki wejSciowe pochodzace
z analizy skupien oraz modelu Markova i zapisuje plik wynikowy zawierajacy skrypt

wizualizacji.

6.4. Licencjonowanie programu

Kod Zrédtowy programu pdbclust postanowitem rozpowszechnia¢ nieodptatnie dla uzyt-
kownikow akademickich i innych niekomercyjnych, na licencji analogicznej do uzywa-
nej przez program UNRES[82]. Poza wymogiem nie korzystania z programu w celach
komercyjnych i wlasciwego cytowania w publikacjach nie naktada ona zadnych zo-
bowiazan na uzytkownikéw. Uzyskanie licencji do zastosowan komercyjnych wymaga

skontaktowania sie z dr Gietdoniem, ktory koordynowat prace nad tym programem.



7. Symulacje dynamiki molekularnej bialtek

Symulacje dynamiki molekularnej przeprowadzitem na trzech polipeptydach pocho-

dzacych z bazy danych RCSB PDB o nastepujacych kodach ID:

— 1BDD (rekombinowana domena B biatka A Gronkowca Ztocistego)

— 1L2Y (sztucznie zaprojektowane minibiatko posiadajace tzw. motyw " klatki tryp-
tofanowej, ang. Trp-cage”)

— 2MQ@Q8 (sztucznie zaprojektowane biatko posiadajace tzw. motyw ang. ” ferredoxin-lile

fold”)

7.1. 1BDD

Struktura o kodzie ID 1BDD obejmuje pojedynczy tancuch o dtugosci 60 reszt

aminokwasowych i nastepujacej sekwencji aminokwasowej:

THR ALA ASP ASN LYS PHE ASN LYS GLU GLN GLN ASN ALA PHE
TYR GLU ILE LEU HIS LEU PRO ASN LEU ASN GLU GLU GLN ARG
ASN GLY PHE ILE GLN SER LEU LYS ASP ASP PRO SER GLN SER ALA
ASN LEU LEU ALA GLU ALA LYS LYS LEU ASN ASP ALA GLN ALA
PRO LYS ALA

Jego struktura drugorzedowa sktada sie z trzech a helis o dtugosciach od 10 do 14
reszt aminokwasowych. Plik PDB z ta struktura zawiera jeden model, ktéry w trak-
cie analizy wykorzystuje jako referencyjna strukture natywna[83]. Dwie reprezentacje
graficzne modelu tej struktury znajduja sie na rysunku 7.1.

Jest to rekombinowana domena B biatka A pochodzacego z Gronkowca Zlocistego
(Staphylococcus aureus). Laczy sie ona z fragmentem Fc immunoglobuliny G. Prébke

biatka do stwierdzenia struktury uzyskano przez ekspresje syntetycznego genu w bak-
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Rysunek 7.1. Dwie reprezentacje graficzne modelu struktury natywnej symulowanej cza-
steczki o kodzie ID 1BDD. Zr6dlo: Wlasne z wykorzystaniem programu PyMOL[84].

terii E. Coli hodowanej na minimalnym medium zawierajacym jako jedyne zrédto
azotu jego izotop ®N. Nastepnie wyizolowano je i oczyszczono. Jego struktura zostata
uzyskana przy pomocy opisanej we wstepie spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego wykorzystujacej efekt Overhausera (NOESY). Autorzy otrzymali 587 ogra-
niczen na odlegto$ci pomiedzy atomami oraz dodatkowe ograniczenia zwigzane z katami
torsyjnymi i wigzaniami wodorowymi. Wyniki zostaty nastepnie ulepszone przy pomocy
hybrydowej metody ang. distance geometry-simulated annealing.

Dwie z trzech « helis tej struktury przebiegaja antyrownolegle, a ostatnia jest na-
chylona do nich pod katem okoto 30°. Wigkszos¢ hydrofobowych aminokwaséw znaj-
duje sie wewnatrz struktury sktadajacej sie z tych 3 helis tworzac niepolarny rdzen

czasteczki[85].
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Rysunek 7.2. Dwie reprezentacje graficzne modelu struktury natywnej symulowanej cza-
steczki o kodzie ID 1L2Y. Zr6odlo: Wlasne z wykorzystaniem programu PyMOL[84].

7.2. 1L2Y

Struktura o kodzie ID 1L2Y obejmuje pojedynczy tancuch o dtugosci 20 reszt ami-

nokwasowych i nastepujacej sekwencji aminokwasowej:

ASN LEU TYR ILE GLN TRP LEU LYS ASP GLY GLY PRO SER SER GLY
ARG PRO PRO PRO SER

Jego struktura drugorzedowa sktada sie z dwoch a helis o dtugosciach 6 i 9 reszt
aminokwasowych. Plik z tg strukturg zawiera 38 modeli. Autorzy nie wskazali naj-
bardziej reprezentatywnego, wiec w trakcie analizy wykorzystuje pierwszy z nich jako
referencyjna strukture natywna[86]. Dwa modele tej struktury znajduja sie¢ na rysunku
7.2.

Jest to sztucznie zaprojektowane minibiatko posiadajace tzw. motyw ”klatki tryp-
tofanowej, ang. Trp-cage”. Zostalo ono utworzone poprzez skracanie i wprowadzanie

mutacji w exendynie-4. Jest ona 39 aminokwasowym peptydem, hormonem znajduja-
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cym sie w Slinie Helodermy Arizonskiej. Biatko to ma zastosowanie lecznicze w terapii
cukrzycy. Posiada « helise dlugosci 20 aminokwaséw w srodku sekwencji i zwiniety
w kiebek struktury trzeciorzedowej C-koniec sktadajacy sie gltownie z aminokwasow
aromatycznych: fenyloalaniny, tryptofanu i proliny. Peptyd ten byt nastepnie skracany
z obydwu koncéw w celu ustalenia reszt tworzacych ten motyw oraz wprowadzano
w nim mutacje punktowe, aby zwiekszy¢ jego stabilno$¢ przez uzyskanie korzystniej-
szych oddziatlywan niekowalencyjnych[87].

Wynikiem tej procedury jest opisywany peptyd. W fizjologicznym pH w $rodowisku
wodnym jest on zwiniety w wiecej niz 95% 1 stabilniejszy od minibialek opublikowa-
nych przed nim. Wiadomo, ze tworzy monomery. Jego fatldowanie przebiega koopera-
tywnie w wyniku oddzialywan hydrofobowych powodujacych otaczanie tancucha bocz-
nego tryptofanu pierécieniami proliny. Jego struktura zostala uzyskana przy pomocy
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego wykorzystujacej efekt Overhausera

(NOESY)[87].

7.3. 2MQ8

Struktura o kodzie ID 2MQ8 obejmuje pojedynczy tancuch o dtugosci 112 reszt

aminokwasowych i nastepujacej sekwencji:

MET LEU THR VAL GLU VAL GLU VAL LYS ILE THR ALA ASP ASP
GLU ASN LYS ALA GLU GLU ILE VAL LYS ARG VAL ILE ASP GLU VAL
GLU ARG GLU VAL GLN LYS GLN TYR PRO ASN ALA THR ILE THR
ARG THR LEU THR ARG ASP ASP GLY THR VAL GLU LEU ARG ILE
LYS VAL LYS ALA ASP THR GLU GLU LYS ALA LYS SER ILE ILE LYS
LEU ILE GLU GLU ARG ILE GLU GLU GLU LEU ARG LYS ARG ASP
PRO ASN ALA THR ILE THR ARG THR VAL ARG THR GLU VAL GLY
SER SER TRP SER LEU GLU HIS HIS HIS HIS HIS HIS

Jego struktura drugorzedowa sktada si¢ z dwoéch a helis o dtugosciach 22 i 24 reszt
aminokwasowych oraz czterech struktur beta o dtugosciach od 6 do 10 reszt amino-

kwasowych. Plik z ta struktura zawiera 20 modeli. Autorzy wskazali pierwszy z nich
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jako najbardziej reprezentatywny, w trakcie analizy wykorzystuje go jako referencyjna
strukture natywna[88]. Dwa modele tej struktury znajduja sie na rysunku 7.3.

Jest sztucznie zaprojektowanym biatkiem posiadajacym w strukturze trzeciorzedo-
wej tzw. motyw " ferredoxin-lile fold”. Sktada sie on z wystepujacych kolejno nastepu-
jacych fragmentow struktury drugorzedowej: SaffBaf i ksztattem struktury trzecio-
rzedowej przypomina spinke do wtoséw. Przy jego tworzeniu zaprojektowano zaroéwno
regiony struktur i 3 jak i petle oraz zwroty pomiedzy nimi. Dobrano takze odpowied-
nie aminokwasy aby stworzy¢ hydrofobowy rdzen i hydrofilows powierzchnie czasteczki
oraz zdestabilizowa¢ mozliwe alternatywne konformacje. Symulacje zwijania struktur
- kandydatéw zostaly przeprowadzone przy uzyciu oprogramowania Rosetta. Zostat
utworzony sztuczny gen kodujacy jego sekwencje, ktéry nastepnie podlegal ekspresji
w odpowiednim systemie. Biatko to zostato nastepnie oczyszczone a jego struktura
zostata uzyskana przy pomocy odmiany spektroskopii magnetycznego rezonansu ja-

drowego HSQC-NMR (ang. Heteronuclear Single Quantum Coherence NMR)[89, 90].

Rysunek 7.3. Dwie reprezentacje graficzne modelu struktury natywnej symulowanej cza-

steczki o kodzie ID 2MQ8. Zrédlo: Wihasne z wykorzystaniem programu PyMOL[84].

83



7.4. Wykorzystane pakiety oprogramowania do symulacji

dynamiki molekularnej

7.4.1. AMBER

AMBER jest zestawem oprogramowania przeznaczonym do przygotowywania, prze-
prowadzania i analizy symulacji biomolekularnych. Jest to takze nazwa zestawu pel-
noatomowych empirycznych pol sitowych mechaniki molekularnej wykorzystywanego
przez ten pakiet[91, 92|. Zawiera on zestawy parametréw pozwalajace na symulacje
wszystkich czterech podstawowych typéw biomolekul: aminokwaséw (biatek), kwaséw
nukleinowych, weglowodanoéw i fosfolipidoéw oraz uogdlniony zestaw pozwalajacy na sy-
mulacje czasteczek organicznych. Pola sit pakietu AMBER domys$lnie uzywaja statych
tadunkéw na atomach, ale istnieja tez ich modyfikacje umozliwiajace polaryzowanie[34,
93, 94].

Ten pakiet oprogramowania sktada si¢ z dwoch czesci. Pierwsza, nazwana AMBER-
TOOLS, jest bezptatna. Pozwala ona na przeprowadzenie symulacji w podstawowym
zakresie, przygotowanie uktadu i analize wynikoéw. Druga, wspotpracujaca z pierwsza
i nazwana AMBER, jest ptatna. Daje ona dostep do wielu dodatkowych opcji przy prze-
prowadzaniu symulacji[34]. Do przeprowadzenia symulacji zostal uzyty pakiet AMBER
w wersji 17.

Pakiet ten sktada si¢ z wielu roznych programow wspotpracujacych ze soba. Do naj-

wazniejszych z nich naleza:

pdb4amber
Stuzy do automatycznej edycji plikdéw PDB tak, aby mogty by¢ wykorzystane przez
inne narzedzia pakietu.
LEaP
Stuzy do tworzenia, edycji i przygotowywania uktadéw do symulacji.
antechamber
Stuzy do przygotowywania parametréw pola sit dla molekut organicznych ktére nie

sa obecne w standardowych zestawach dostarczanych przez AMBER.
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sander
To podstawowy program do przeprowadzania minimalizacji i dynamiki molekular-
nej. Ma on wiele opcji konfiguracji symulacji, w tym przeprowadzenie dynamiki
z wymiang replik. Istnieja dwie jego wersje - sekwencyjna i zréownoleglona przy
pomocy biblioteki MPI.

pmemd
To bardziej zaawansowany program do przeprowadzania minimalizacji i dynamiki
molekularnej. Jest szybszy i wydajniej zréwnoleglony od programu sander. W pa-
kiecie istnieje jego dodatkowa wersja pozwalajaca na przeprowadzanie obliczen przy
pomocy kart graficznych poprzez technologic CUDA.

cpptraj
Stuzy do analizy trajektorii bedacej wynikiem symulacji. W pakiecie istnieje jego

wersja zrownoleglona przy pomocy biblioteki OpenMP[34, 95].

Pole sit AMBER wraz z towarzyszacymi mu programami jest rozwijane od lat 70 XX
wieku. Poczatkowo odbywato sie to pod kierunkiem profesora Petera Kollmana z Uni-
wersytetu Kalifornijskiego w San Francisco. Obecnie projekt ten jest rozwijany w ra-
mach wspétpracy pomiedzy wieloma zespotami z réznych uczelni, gtéwnie w USA[91,

96].

7.4.2. UNRES

UNRES (ang. UNited RESidue) jest zestawem oprogramowania przeznaczonym
do przeprowadzania i analizy symulacji biomolekularnych. Ten pakiet oprogramowania
jest dostepny bezptatnie dla zastosowan akademickich[82]. Jest to takze nazwa uprosz-
czonego, gruboziarnistego (ang. coarse-grained) pola sit mechaniki molekularnej wyko-
rzystywanego przez ten pakiet. W tym polu sit kazdy aminokwas sktada si¢ z dwdch
elementow: grupy peptydowej i tancucha bocznego. Umozliwia to nawet kilka tysiecy
razy szybsze przeprowadzanie symulacji. Mimo tych uproszczen symulacje w tym polu
sit sa dobrym systemem do badania procesu zwijania bialek, w tym ab initio[97, 98,

99].
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Pakiet oprogramowania UNRES sktada sie z kilku wspotpracujacych ze sobag pro-

gramow. Naleza do nich:

nares
To podstawowy program do przeprowadzania symulacji, w tym minimalizacji, dy-
namiki molekularnej, dynamiki molekularnej z wymiana replik i multipleksowe;j
dynamiki molekularnej z wymiang replik.
wham
Stuzy do analizy wynikéw symulacji przy uzyciu wazonych histogramoéw.
cluster
Stuzy do analizy skupien danych z symulacji i opisanego powyzej programu wham.
xdrf2pdb
Stuzy do konwersji wewnetrznego formatu trajektorii pakietu UNRES (pliki cx)
do formatu PDB.

Pole sit UNRES i jego oprogramowanie sa rozwijane od lat 90 XX wieku przez
zespoly profesora Harolda Scheragi z Uniwersytetu Cornella w USA i profesora Adama

Liwo z Uniwersytetu Gdanskiego[82].

7.5. Protokét symulacji

Przeprowadzitem w sumie symulacje 64 replik kazdego opisanego biatka zaréwno
przy pomocy pakietu AMBER jak i UNRES. Dynamike molekularna z wymiana replik
przeprowadzitem w temperaturach 280K, 290K, 300K, 310K, 320K, 330K, 340K, 360K
(razem 8 temperatur). W UNRESie przeprowadzitem jedna MREMD. W kazdej tem-
peraturze symulowatem jednoczesnie po 8 replik[100]. AMBER obecnie nie pozwala
na przeprowadzenie MREMD, w zwigzku z tym przeprowadzilem 8 odrebnych symu-
lacji dynamiki molekularnej, w ktérych symulowatem po jednej replice w kazdej tem-
peraturze. Poszczegdlne symulacje uzywaty roznych liczb pseudolosowych do ustalenia
poczatkowych predkosci. Szczegdty przeprowadzonych symulacji w obydwu pakietach

znajduja sie ponizej w rozdziatach 7.5.11 7.5.2.
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Parametry wejsciowe w obydwu programach dobratem tak, aby uzyskaé¢ podobne
dtugosci czasu symulacji. W ten sam sposéb dobralem tez liczbe i odstepy pomie-
dzy zapisywanymi stanami uktadu (ang. snapshot) w trakcie symulacji. Dzieki temu
uzyskatem odpowiadajace sobie dane ktore moge tatwo analizowac¢ i poréwnywaé po-
miedzy programami AMBER i UNRES. Uzylem stosunkowo dtugiego czasu pomiedzy
probami wymiany replik, aby uzyskaé¢ dtugie probki trajektorii w jednej temperaturze,

co zwigksza liczbe mozliwych zliczonych przej$¢ w uzyskanym modelu Markova.

7.5.1. AMBER

Symulacje w pakiecie AMBER przeprowadzitem przy pomocy zasobdéw obliczenio-
wych Pracowni Symulacji Uktadéw Biomolekularnych MWB UG oraz Wydziatu Che-
mii UG.

Pliki wejsciowe prmtop i inpcrd zawierajace rozciggniete tancuchy aminokwasowe
o wtasciwych sekwencjach przygotowalem przy uzyciu skryptéw programu LEaP. Uzy-
tem pola sit ff14SB[101], a promienie Borna ustalitem zgodnie z uzytym modelem cia-
glego rozpuszczalnika.

Minimalizacje uktadu przeprowadzitem przez 10 000 cykli, przetaczajac algorytm
minimalizacji z metody najszybszego spadku na metode gradientéw sprzezonych po osig-
gnieciu przez program 5 000 cykli. Uzytem ciagtego modelu rozpuszczalnika ktérego
autorami sa A. Onufriev, D. Bashford i D.A. Case ze zmodyfikowanymi parametrami
polepszajacymi zgodno$¢é modelu z rzeczywisto$cig. Jest to odmiana modelu GBSA
(ang. Generalized Born / Surface Area)[102, 103]. Stezenie soli dla potrzeb modelu
ciaglego ustawitem na fizjologicznym poziomie 0.154 mol/1[34]. Tego modelu rozpusz-
czalnika uzytem tez podczas symulacji procesu podgrzewania uktadu oraz we wtasci-
wej symulacji dynamiki molekularnej. Program zapisywatl informacje o energii uktadu
do plikoéw co 250 cykli symulacji.

Podgrzewanie poszczegélnych replik przeprowadzitem od 0K do wtasciwej dla nich
temperatury przez 160 000 krokéw symulacji. Program zapisywal wspotrzedne uktadu
oraz informacje o jego energii co 4 000 krokéw. Krok czasowy ustalitem na 0.002 ps,

co w sumie daje 0.32 ns czasu podgrzewania z informacjami o symulacji zapisywanymi
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co 8ps. Do kontroli temperatury uzytem dynamiki Langevina ustalajac liczbe koli-
zji na 5 na pikosekunde. Uzytem algorytmu SHAKE do ograniczania zmian dtugosci
wigzan w sktad ktérych wchodza atomy wodoru. Ze wzgledu na jego uzycie nie byty
obliczane sity zwigzane z tymi wigzaniami.

Zbudowane modele symulowatem przy uzyciu MD przez 48 000 000 krokéw. Préby
wymian pomiedzy parami replik byty przeprowadzane co 120 000 krokoéw, razem tych
prob byto 400. Pozostale parametry symulacji ustawitem tak, jak przy podgrzewaniu.
W sumie pojedyncza replike symulowatem przez 96 ns, a préby wymiany replik byty
przeprowadzane co 0.24 ns.

Z tych symulacji uzyskatem dla kazdego biatka w sumie 768 000 struktur, ktoére

uzytem w analizie skupien i budowie modelu Markova.

7.5.2. UNRES

Symulacje w pakiecie UNRES przeprowadzitem poprzez udostepniony serwer sie-
ciowy wykorzystujacy zasoby obliczeniowe Wydzialu Chemii UG[104].

Poczatkowe wspotrzedne uktadu zostaly utworzone automatycznie przez program
po podaniu sekwencji aminokwasowej. Symulacje dynamiki molekularnej przeprowa-
dzitem przez 20 000 000 krokéw. Program zapisywal do pliku wspotrzedne uktadu
i informacje o jego energii co 2 000 krokéow. Proby wymian pomiedzy parami replik
byty przeprowadzane co 60 000 krokéw symulacji. Pakiet UNRES korzysta ze swojej
wewnetrznej jednostki czasu wynoszacej 0.0489 ps. Jako krok symulacji uzytem 0,1
tej wartosci. W zwiazku z tym symulacja pojedynczej repliki trwata 97.8ns, proby
wymiany replik byly przeprowadzane co okoto 0.293 ns, a informacje o symulacji zapi-
sywane byty co 9.78 ps. Pozostate opcje programu pozostawitem z domyslnymi warto-
Sciami.

7 tych symulacji uzyskatem dla kazdego biatka w sumie 640 000 struktur, ktoére

uzytem w analizie skupien i budowie modelu Markova.
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8. Analiza przeprowadzonych symulacji

Do analizy stabilnosci przeprowadzonych symulacji REMD uzylem nastepujacych
parametrow: RMSD wzgledem struktury natywnej, energii catkowitej i wspotczynnika
zyroskopowego (promienia zyracji) uktadu. W niniejszym rozdziale umiescitem poje-
dyncze, reprezentatywne wykresy tych danych. Wszystkie wykresy znajduja sie w do-

datku do niniejszej pracy w rozdziale 12. dla wigkszej czytelnosci kazda symulacje

rozbitem na 8 wykresow ilustrujacych po 8 replik.

8.1. Energia caltkowita

Na rysunku 8.1 znajduja si¢ przyktadowe wykresy zaleznosci energii oraz tempera-
tury uktadu od czasu dla 8 replik pochodzacych z przeprowadzonych symulacji. W sy-
mulacji z UNRESa wida¢ poczatkowy gwaltowny spadek energii catkowitej zwiazany
z szybkimi poczatkowymi zmianami konformacji rozciggnietego tancucha aminokwaso-
wego do standéw o nizszej energii. Przyczynami tego spadku energii sg tworzenie oddzia-
tywan tancuch-tancuch oraz wiazan wodorowych w strukturze drugorzedowej. W polu
sit UNRES wigzania wodorowe nie wystepuja wprost, ze wzgledu na gruboziarnistosé
modeli biatek, ale wynikaja z parametréw pola sit. W obydwu przypadkach energia
catkowita uktadu wykazuje duze fluktuacje wartosci co pokazuje przechodzenie uktadu
pomiedzy réznymi temperaturami replik. Na wykresach w dodatku widaé¢ pojedyncze
bardzo wysokie piki energii (np. replika 51 struktury 1L2Y na wykresie 12.4), ale sa
to pojedyncze konformacje o bardzo wysokiej energii ktore nie maja wpltywu na ogolng
poprawnos¢ symulacji. Na wykresach temperatury widaé¢ roéznice w podejsciu do jej
regulacji w tych dwéch polach sit. W programie UNRES jest ona bardzo sztywna, pod-
czas gdy AMBER pozwala na zmienno$¢ temperatury w znaczacym zakresie. Wynika

to z zastosowanego termostatu, ktory reguluje temperature poprzez symulacje kolizji
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Rysunek 8.1. Przyktadowe wykresy zaleznosci energii oraz temperatury od czasu w 8 repli-
kach pochodzacych z symulacji w programach AMBER (na gérze) i UNRES (na dole).
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z osrodkiem zewnetrznym co 0.2 ps. W zwiazku z ta zmiennoscig temperatury w polu sit
AMBER w trakcie analizy skupien przyjmowatem nominalng temperature danej repliki
jako temperature poszczegdlnych struktur. Widac tez, ze zalezno$é energii od tempera-
tury repliki jest bardzo wyrazna w programie UNRES, a w polu sit programu AMBER

jej nie widac.

8.2. Wspoblczynnik zyroskopowy

Na rysunku 8.2 znajdujg sie przyktadowe wykresy zaleznosci wspotczynnika zyro-
skopowego uktadu od czasu w 8 replikach pochodzacych z przeprowadzonych symu-
lacji. W obu symulacjach wida¢ dos¢ szybki poczatkowy spadek tego wspotczynnika
zwigzany z poczatkowymi zmianami konformacji rozciggnietego i napietego tancucha
aminokwasowego do stanow bardziej zwinietych. Wspotezynnik ten jest tym wickszy
im wiekszy jest uktad, co jest zgodne z oczekiwaniami. Waha sie on w trakcie symulacji
i wystepuja jego pojedyncze, wigksze fluktuacje co pokazuje rozwijanie sie i zwijanie
struktur do réznych, czesciowo stabilnych stanéw posrednich.

Wiele replik osiggneto podczas symulacji warto$ci wspotezynnika zyroskopowego
bliskie natywnym (12,1A dla 1BDD, 7,5A dla 1L2Y, 18 4A dla 2MQ8). Repliki te
mogty osiagna¢ strukture bliskg natywnej albo utkna¢ w gltebokim minimum lokal-
nym. [stotnym wyjatkiem jest tutaj symulacja struktury 2MQ8 w programie UNRES,
w ktorej wiele replik osiggnelo wartodci tego wspélczynnika okoto 12A. Wynik ten
moze sugerowac, ze w tym polu sitowym pojawita sie inna konformacja, stabilniejsza
i korzystniejsza energetycznie od natywnej. Moze to sugerowac, ze parametry pola
sit UNRES wciaz wymagaja lepszej parametryzacji. Struktura natywna tego bialtka
zawiera na koncu czasteczki nieposiadajacy struktury drugorzedowej tancuch okoto 15

reszt aminokwasowych. By¢ moze pole sit zdotato go w jaki§ sposdb zwinac.

8.3. RMSD wzgledem struktury natywnej

Na rysunku 8.3 znajduja sie przyktadowe wykresy zaleznosci RMSD uktadu wzgle-

dem struktury natywnej od czasu w 8 replikach pochodzacych z przeprowadzonych sy-
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Rysunek 8.2. Przykladowy wykres zaleznosci wspotczynnika zyroskopowego od czasu w 8
replikach pochodzacych z symulacji w programach AMBER (na gérze) i UNRES (na dole).
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RMSD od struktury natywne;j (A)

RMSD od struktury natywnej (A)

Rysunek 8.3. Przyktadowy wykres zaleznosci RMSD wzgledem struktury natywnej od czasu
w 8 replikach pochodzacych z symulacji w programach AMBER (na gérze) i UNRES (na dole).
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waha si¢ w trakcie symulacji co pokazuje rozwijanie si¢ i zwijanie struktur do réznych,

czesciowo stabilnych standéw o réznym podobienstwie do struktury natywnej. RMSD

AMBER

—R.8 —R.9 R.10 =—R.11 =—R.12 R.13 =—R.14 R.15

96

Czas (ns)

UNRES

—R.56 —R.57 R.58 ——R.59 —R.60 R.61 —R.62 R.63

15 “” ol ok g A I
st A 8 N

97,8
Czas (ns)

byt obliczany na podstawie tylko wegli a.

Ten parametr przyjmowal rézne wartosci w zaleznosci od symulacji.

W symulacji struktury o kodzie ID 1BDD w programie AMBER (wykresy poka-

zalem na znajdujacej sie w dodatku ilustracji 12.13) przez wieksza cze$¢ czasu

symulacji znajdowal sie pomiedzy 10Aa 20A. Ta warto$é¢ wskazuje struktury dosé
rézne od natywnej. Pojedyncze repliki osiagnely nizsze wartosci, okoto 8Ai 5A,

co wskazuje na struktury podobne do natywnej.

W symulacji struktury o kodzie ID 1BDD w programie UNRES (wykresy pokaza-
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tem na znajdujacej sie w dodatku ilustracji 12.14) przez prawie caly czas trwania
symulacji znajdowatl sie pomiedzy 8Aa 15A. Struktury w poblizu dolnej granicy
tego przedzialu moga by¢ podobne do natywne;j.

— W symulacji struktury o kodzie ID 1L.2Y w programie AMBER (wykresy pokazalem
na znajdujacej sie w dodatku ilustracji 12.15) znajdowal sie w zakresie od 2Ado 9A,
z pikami dochodzacymi do 14A. Uktad ten jest niewielki w zwigzku z czym tak niska
wartos$¢ tego wspotezynnika jest mozliwa i wskazuje, ze wiele replik mogto osiggnac
strukture podobng do natywne;j.

— W symulacji struktury o kodzie ID 1L2Y w programie UNRES (wykresy pokazalem
na znajdujacej sie w dodatku ilustracji 12.16) znajdowal sie w zakresie od 5Ado 8A,
z pikami do 14A. Sa to wartosci wyraznie wieksze niz w symulacji w programie
AMBER co wskazuje, ze pole sit UNRES nie zdotato zwina¢ tej struktury do stanu
przypominajacego strukture natywna.

— W symulacji struktury o kodzie ID 2MQ8 w programie AMBER (wykresy po-
kazalem na znajdujacej sic w dodatku ilustracji 12.17) znajdowal si¢ w zakresie
od 20Ado 40A, co wskazuje na struktury znacznie rézniace sie od natywnej.

— W symulacji struktury o kodzie ID 2MQ8 w programie UNRES (wykresy po-
kazalem na znajdujacej sie w dodatku ilustracji 12.18) znajdowal sie w zakresie
od 10Ado 20A, skupiajac sie blizej érodka tego przedziatu. Wskazuje to na obec-
nos¢ struktur bardziej podobnych do natywnej niz uzyskane w polu sit AMBER,

ale wciaz znaczaco od niej roznych.

RMSD umozliwia stwierdzenie na ile podobne do natywnej struktury zostaty osia-
gniete w symulacji, ale nie pozwala ustali¢ Sciezki do niej prowadzacej ani liczby stanow

posrednich.



9. Analiza skupien z wykorzystaniem

programu pdbclust oraz modelu Markova

9.1. Protokét analizy

W celu przeprowadzenia analizy skupien dla trajektorii uzyskanych z symulacji
przekonwertowatem ich pliki wynikowe na pliki multiPDB z wykorzystaniem narzedzi
wchodzacych w sktad pakietow AMBER (cpptraj) i UNRES (xdrf2pdb-m). Aby uzy-
ska¢ pelnoatomowe modele symulowanych polipeptydéw z gruboziarnistych wynikéw
programu UNRES uzylem programu PULCHRA, przeznaczonego do odbudowywania
tanicuchow polipeptydowych[105]. Program ten nie jest perfekcyjny i czasem w jego wy-
nikach pojawiaja si¢ niefizyczne naprezenia i odlegtosci pomiedzy atomami. W celu ich
naprawy uzyskane struktury zminimalizowatem przy uzyciu parametrow ff14SB pola
sit AMBER w ten sam sposob co startowe struktury symulacji w programie AMBER.
Do wizualizacji struktur bedacych centrami grup uzytem programu PyMOL[84].

Analize skupien przeprowadzitem uzywajac wszystkich struktur uzyskanych z sy-
mulacji. Wykorzystatem struktury natywne pochodzace bezposrednio z plikow PDB.
Uzyltem réznych promieni grup dla poszczegédlnych struktur. W pierwszej prébie przy-
jatem promien (w A) w przyblizeniu réwny pierwiastkowi kwadratowemu z liczby reszt
aminokwasowych w strukturze. Nastepnie probowatem go zmniejszaé i zwiekszaé tak,
aby uzyska¢ rozsadnie spopulowane grupy. W ten sposob ustalitem nastepujace pro-

mienie grup dla poszczegdlnych struktur:

ID Struktury Liczba reszt Pierwiastek kwadratowy Promien grupy

1BDD 60 ~ 7,75 9A
1L2Y 20 ~ 4,47 5A
2MQ8 112 ~ 10,58 13A

Lancuch Markova zbudowatem uzywajac 5 jako maksymalnej chronologicznej odle-
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glodci pomiedzy strukturami nalezacymi do najwiekszych grup (patrz 6.3.4). Oznacza
to 40 ps dla symulacji w programie AMBER i 48.98 ps w programie UNRES. dla kazdej
symulacji przygotowatem model Markova ze struktur o temperaturze 310K, ktéra jest
najblizsza temperaturze fizjologicznej sposréod wykorzystanych w symulacji. W nie-
ktérych przypadkach (kiedy uznatem, ze to moze dostarczy¢ dodatkowych informacji)
przygotowatem drugi model ztozony ze wszystkich struktur. Do utworzenia macierzy
i grafu przejscia uzytem 10 najwiekszych grup. W uzyskanych grafach umiescitem mi-
niatury struktur bedacych centrami grup razem z informacjami o ich RMSD wzgledem
struktury natywnej (w indeksie gérnym), wspotczynniku zyroskopowym (w indeksie
dolnym) oraz kolejnym numerem (kolejno$¢ zgodnie z rosnacym RMSD wzgledem
struktury natywnej). Te stany, ktére w trakcie symulacji byly osiagane przez poszcze-

golne repliki jako pierwsze sposrod standéw modelu Markova sa poprzedzane litera S

RMSD

Rgyr - Struktury natywne ozna-

w indeksie dolnym. Razem te dane maja format g/Nr
czytem literg N.

Jednym ze sposob6w weryfikacji poprawnosci uzyskanego modelu Markova jest ana-
liza symetrycznos$ci matrycy przejscial57]. W wyidealizowanym przypadku (to znaczy
dla nieskoniczenie dtugiej symulacji rozpoczetej w stanie rownowagi) powinna by¢ ona
idealnie symetryczna. Ze wzgledu na ograniczong dtugos¢ symulacji oraz rozpoczecie ich
z rozprostowanej, rozwinietej konformacji mozemy jedynie oczekiwaé, ze macierz przej-
Scia bedzie w przyblizeniu symetryczna. Znaczace odstepstwa powinny zostaé¢ spraw-
dzone gdyz moga wskazywacé na niepoprawna konstrukcje modelu. Uzyskany graf przej-
Scia powinien by¢ spojny, czyli powinna na nim istnie¢ $ciezka pozwalajaca na przejscie
pomiedzy dwoma dowolnymi wierzchotkami (stanami)[57]. W praktyce moga zaistnie¢
sytuacje, w ktorych obserwujemy znaczaco wiecej przejs¢ w jedna strone. Ich przy-
ktadem moze by¢ rozpoczecie symulacji, tak jak ja to zrobitem, ze stanu kompletnie
rozciggnietego tancucha polipeptydowego, ktory jest niekorzystny energetycznie, mato
prawdopodobny i raczej nie pojawia si¢ normalnie w przebiegu symulacji. Innym przy-
ktadem moze by¢ istnienie w danym uktadzie stanu znajdujacego sie na dnie bardzo
stromej, waskiej doliny energetycznej z ktorej uktad nie jest w stanie wyjs¢. Taki stan

moze reprezentowa¢ nieprawidtowo zwiniete, ale stabilne biatko, podobne do wspo-

97



mnianych w rozdziale 1.2 nieprawidtowo zwinigtych biatek. Symetrycznosé macierzy
(to znaczy taka sama liczba przej$é w obie strony pomiedzy parami standéw) nie ozna-
cza, ze w kazdym stanie znajduje sie tyle samo struktur. Jeden ze stanéw moze by¢
stabilniejszy od drugiego i biatko moze przebywa¢ w nim dtuzej zanim przejdzie do in-

nego stanu[13].

9.2. UNRES

9.2.1. 1BDD

Na rysunku 9.1 znajduje sie graf przejscia dla symulacji biatka o ID 1BDD w progra-
mie UNRES. Do jego przygotowania wykorzystatem tylko przejscia pomiedzy struktu-
rami w temperaturze 310K. Jego macierz przejscia znajduje si¢ ponizej. Jest ona bliska
symetrycznej, jedynie kilka wartosci rézni si¢ o wiecej niz 10% wzgledem ich syme-
trycznego odpowiednika. Wskazuje to na prawidlowe przygotowanie modelu Markova.
Na rysunku 9.2 znajduja sie proporcje populacji struktur w poszczegdlnych tempe-
raturach w grupach wykorzystanych do stworzenia Modelu Markova. Na rysunku 9.3
znajduja sie¢ modele struktury natywnej oraz centrow najwiekszych uzyskanych grup.
Tabela 9.4 przedstawia liczbe replik ktore osiggnety poszczegdlne stany modelu Mar-

kova jako pierwsze w czasie tej symulacji.

Z\Do N I VII 11 v \% IX VI VIII 111
N | 7477 1 160 162 0 217 0 106 0 53

I 1 21648 1 1 518 0 58 1 66 0
VII 160 1 2734 46 0 122 6 132 0 81
11 165 1 40 2635 2 26 21 90 0 45
v 0 517 1 1 5684 0 0 0 15 1
Vv 201 1 130 30 0 2498 0 60 1 6
IX 0 65 9 23 0 0 1876 0 31 1
VI 102 1 133 82 0 59 2 2913 0 23
VIII 0 67 0 0 12 2 27 0 1032 1
III 61 0 69 46 1 ) 1 28 2 1825

W tej symulacji grupa utworzona przez strukture natywna (N) jest druga naj-

wieksza grupa i obejmuje okoto 7,5% wszystkich struktur uzytych w analizie skupief.

98



10,58

SVI I13,9(.'!

Rysunek 9.1. Graf wynikowy dla biatka o ID 1BDD symulowanego w programie UNRES

dla przejé¢ w temperaturze 310K. Obok kazdego numeru struktury w indeksie gornym znaj-

duje si¢ jej RMSD wzgledem struktury natywnej, a w indeksie dolnym jej wspolczynnik

zyroskopowy. Stany osiagane przez repliki jako pierwsze sa poprzedzone litera S w indeksie

dolnym, a liczba tych replik znajduje sie¢ w tabeli 9.4. Powiekszone modele struktur znajduja
si¢ na rysunku 9.3.
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Rysunek 9.2. Wykresy kotowe populacji najwickszych grup w poszczegdlnych temperaturach

dla symulacji struktury o ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie UNRES. W lewym dolnym

rogu kazdego wykresu znajduje sie model struktury ktérej dany wykres dotyczy. Powiekszone
modele struktur znajduja sie na rysunku 9.3.
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Rysunek 9.3. Modele struktury natywnej oraz struktur centralnych najwiekszych grup dla sy-
mulacji struktury o ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Pochodza one z grafu
na rysunku 9.1.
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Stan N I II III IV V VI VII VII IX
Liczba replik 11 11 0 3 11 0 4 10 T 7

Rysunek 9.4. Tabela przedstawiajaca pierwsze osiggniete przez poszczegllne repliki stany
wchodzace w sktad modelu Markova pochodzace z symulacji struktury o ID 1BDD przepro-
wadzonej w pakiecie UNRES.

Zawiera ona 3 helisy «, ktore dalej beda oznaczane aq, as, ag. Obserwujemy tez kilka
stanéw posrednich do i z ktérych ta struktura przechodzi. Okoto 75% struktur w tej
grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej). Sugeruje to,
ze dolina energetyczna zwigzana z tym stanem jest gleboka i uklad nie moéglt z niej
wyjs¢ w niskich temperaturach. Oznaczatoby to duza stabilnos¢ tej struktury, co jest
oczekiwane dla struktury natywne;j.

Najwiekszym stanem do i z ktérego przechodzi struktura natywna jest stan I, w kto-
rym znajduje sie okoto 22,5% wszystkich struktur. Jest to jednoczesnie najbardziej spo-
pulowany stan w calym modelu. Pod wzgledem struktury drugorzedowej konformacja
bedaca centrum tej grupy ma 3 helisy «, tak jak struktura natywna. a; jest dtuzsza
od odpowiadajacej jej helisie w strukturze natywnej, aq jest krotsza a as identyczna.
W strukturze trzeciorzedowej widaé, ze a; utozona jest pod innym katem wzgledem
pozostatych niz w strukturze natywnej, co moze wynikac z jej wickszej dtugosci. Znaj-
duje sie tez ona po przeciwnej stronie pozostatych dwoéch helis wzgledem struktury
natywnej, co ttumaczy dlaczego przejscia pomiedzy nig i strukturag natywna byty rzad-
kie. Trzy wspomniane helisy « i fragmenty petli tworza wyraznie hydrofobowy rdzen
czasteczki, co wplywa na jej stabilizacje. Jest to najbardziej podobna (pod wzgledem
RMSD struktury centralnej) do natywnej grupa powstala w tej symulacji. Rozktad
temperatur jest w niej podobny do struktury natywnej.

Blisko zwiazany ze stanem I jest stan IV, w ktorym znajduje sie okoto 4% struktur.
Roéwniez w strukturze bedacej jego centrum widac 3 helisy a. W poréwnaniu ze stanem [
ay znajduje sie dalej w sekwencji (reszty aminokwasowe 38-43 zamiast 22-28), a pozo-
state dwie sg podobne. Aminokwasy hydrofobowe «; i as razem z fragmentami petli
tworzg rdzen czasteczki, ale hydrofobowe reszty s zwrdcone sa w kierunku roztworu,
co moze obniza¢ stabilnos¢ tej konformacji. Jej struktura trzeciorzedowa jest podobna,

ale bardziej rozwinieta od struktury centralnej stanu I. Przej$cia pomiedzy tymi dwoma
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stanami byly w symulacji bardzo czeste. Jego rozktad temperatur sugeruje nieco mniej-
sza stabilnosé ze wzgledu na wiekszy udzial wyzszych temperatur w populacji (okoto
64% struktur jest w temperaturze fizjologicznej i nizszej). Wskazuje to na jego nizsza
stabilno$¢ i sugeruje, ze stan I rozwija sie w stan IV w wyzszych temperaturach.

Kolejnym istotnym stanem posrednim jest stan VII, w ktérym znajduje sie okoto
6% struktur. Reprezentuje on trzecig najliczniejsza grupe uzyskang w analizie skupien.
Jego struktura centralna zawiera 5 helis a. Pierwsza z nich odpowiada w przyblizeniu
aq, ale jest mocno przesuni¢ta w kierunku N-konca czasteczki. Druga i trzecia odpowia-
daja bardzo dobrze «y z nieduza przerwa w $rodku. Czwarta odpowiada asg, a piata nie
ma swojego odpowiednika w strukturze natywnej. Istotna jest struktura trzeciorzedowa
tego stanu. Przypomina strukture natywna, a jedyna réznicg jest to, ze pierwsza helisa
jest odchylona o okoto 120° od reszty czasteczki. Druga, trzecia i czwarta helisa, razem
z fragmentami petli, tworzg hydrofobowy rdzen czasteczki. Jest on cze$ciowo otwarty
do srodowiska zewnetrznego ze wzgledu na wspomniane odchylenie pierwszej helisy.
Przejscia pomiedzy ta struktura a natywna sa czeste i mozna zasugerowaé prosty me-
chanizm tego procesu polegajacy na zmianach wartosci kata pomiedzy pierwsza helisa
a reszta czasteczki. Rozklad temperatur tego stanu sugeruje bardzo duzg stabilnos¢ -
okoto 90% struktur w jego grupie znajdowalo sie w temperaturze fizjologicznej lub niz-
szej. Oznacza to, ze dolina energetyczna zwigzana z tym stanem jest gleboka i uktad
nie mogt z niej wyjs¢ w niskich temperaturach.

Nastepnym stanem, do i z ktérego czesto przechodzita struktura natywna jest
stan II, w ktérym znajduje si¢ okoto 5% struktur. Struktura go reprezentujgca posiada
jedng dtuga helise «, bardzo blisko odpowiadajaca a3 i kilka krétkich helis ktore stabo
odpowiadaja fragmentom struktury natywnej. Mimo to jej RMSD wzgledem struk-
tury natywnej jest niski i wynosi 9,5A. Mozna zauwazyé, ze struktura trzeciorzedowa
fragmentu biatka tworzacego pierwsza i druga helise przypomina bardziej rozwinieta
strukture natywng, a trzecia helisa jest wzgledem tego fragmentu obrécona o okoto
90°. Helisy oraz wiele fragmentéw petli tworzy wyrazny, hydrofobowy rdzen czasteczki,
co stabilizuje te strukture. Konformacja struktury centralnej tego stanu sugeruje prze-

chodzenie do i ze struktury natywnej poprzez szybkie zwijanie i rozwijanie pierwszej
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i drugiej helisy a. Rozklad temperatur struktur w tym stanie sugeruje stabilno$¢ mi-
nimalnie nizszg niz struktury natywnej.

Kolejnym stanem posrednim jest stan V, w ktérym znajdowalo sie okoto 2,5%
struktur. Jego struktura centralna zawiera helisy o dosé¢ dobrze odpowiadajace o i asg,
przy czym pierwsza helisa jest ponownie wydhuzona i sktada sie z dwoéch fragmen-
tow rozdzielonych krotka petla. Ukladaja sie one blisko siebie, ale jedna z nich jest
obrécona o okoto 180° wzgledem drugiej wobec ich potozenia w strukturze natywne;j
(biegna rownolegle zamiast antyréwnolegle). Fragment biatka tworzacy as i petle ta-
czace ja z pierwsza i trzecia sa rozwiniete i nie tworza wyraznej struktury. Konformacja
ta posiada wyrazny rdzen hydrofobowy, ktoérego jedna strona jest w wyraznym kon-
takcie ze $rodowiskiem zewnetrznym. Wptywa to negatywnie na jej stabilnos¢ i spra-
wia, ze mozliwe sg jej oddzialywania hydrofobowe z innymi molekutami. Potencjalnie
moze przechodzi¢ w strukture blizsza natywnej przez obrét jednej z helis i zwiniecie
srodkowego fragmentu czasteczki. Temperatury struktur w tym stanie sugeruja niska
stabilno$é¢ (38% struktur jest w temperaturze fizjologicznej i nizszej). Jego minimum
energetyczne jest prawdopodobnie ptytkie. Moze on by¢ czesto, ale na krotko osiaganym
stanem posrednim.

Stany VI, VIII i IX przypominaja pod pewnymi wzgledami stan V i znajdowato
sie w nich odpowiednio okoto 2,4%, 1,8% i 2,5% struktur. Ich struktury centralne,
podobnie jak stan V, posiadaja helisy o do$¢ dobrze odpowiadajace a; i as, utozone
wzgledem siebie w podobny sposéb ale bardziej oddalone na rézne sposoby i rozwinigty
srodkowy fragment biatka. Wyrdznia si¢ z nich stan VIII w ktérym wspomniane helisy o
sg znacznie przesunicte wzgledem siebie wzdtuz wspodlnej osi. Podobnie struktury te
posiadaja wyrazne rdzenie hydrofobowe, bedace cze$ciowo w kontakcie ze sSrodowiskiem
zewnetrznym. Maja takze podobne rozktady temperatur, jedynie stan IX jest nieco
bardziej stabilny.

Ostatnim stanem w modelu jest stan I1I, w ktérym znajdowalo sie okoto 1,8% struk-
tur. Jego struktura centralna posiada zwinieta oy, wydtuzona wzgledem struktury na-
tywnej, i dwa krotkie fragmenty helisy dalej w czasteczce. W strukturze trzeciorzedowej

widaé¢ fragmenty biegnace réwnolegle wzgledem siebie, ale nie odpowiadaja one heli-
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som znajdujacym sie w strukturze natywnej. Konformacja ta posiada dwa oddzielone
od siebie fragmenty rdzenia hydrofobowego, jeden okoto 3 razy mniejszy od drugiego.
Oba sa czesciowo w kontakcie ze srodowiskiem zewnetrznym, co destabilizuje ja. Roz-
ktad temperatur w tym stanie sugeruje stabilnos¢ podobng do trzech stanéw opisanych
w poprzednim akapicie.

Tabela pierwszych osiaganych stanéw (9.4) pokazuje, ze wiekszosé z nich byla osia-
gana jako pierwsze przez wiecej niz jedna replike. Jest to istotne zwtlaszcza dla struktury
natywnej, ktora osiagneto jako pierwsza 11 replik. Wskazuje to na istnienie innych
Sciezek zwijania, ktorych nie obejmuje niniejszy model Markova. Mogltyby one zostaé
przeanalizowane w toku dalszych badan. Pozostate stany pokazuja, ze istnieje rozlegta
sie¢ dodatkowych, mniej istotnych stanéw posrednich ktére doprowadzaja strukture
do zwiniecia w jeden ze stanéw modelu Markova.

Uzyskany model sieci stanéow struktury biatka pokazuje zaréwno rézne mozliwe
Sciezki zwijania, jak i czesciowe rozwijanie struktury natywnej w sie¢ form posrednich,
zgodnie z przyjeta hipoteza badawcza. Pozwala on, opierajac sie na powyzszych obser-
wacjach, formutowac ogblne hipotezy na temat przebiegu zwijania tego biatka w polu sit
UNRES. a; i a3 obecne sa w prawie wszystkich stanach utworzonego modelu Markova,
mozna wiec zatozyé¢, ze tworza sie najszybciej i sa najbardziej stabilnymi elementami
jego struktury. as jest mniej stabilna i tworzy sie w pozniejszym czasie, kiedy dwie
pozostate helisy sa juz utworzone i zblizyty sie do siebie w przestrzeni. Wskazuja na to
przejscia pomiedzy struktura natywna, a stanami II, Vi VI, w ktérych a; i ag sg blisko
siebie w przestrzeni. W wielu opisanych stanach posrednich o i a3 sg utozone wzgledem
siebie réwnolegle zamiast antyréwnolegle. Stany VII i VIII pokazuja, ze te helisy moga
przesuwac sie wzgledem siebie. Sugeruje to, ze w czasie zwijania sy pierwsza helisa
jest przez nig przesuwana, a nastepnie obraca sie zblizajac do pozostatych dwoch helis.
Udzial w tym ostatnim kroku mogg mie¢ oddzialywania hydrofobowe, na co wskazuje
czedciowe wystawienie takich reszt w kierunku $rodowiska w stanie VII. Ten proces
mogtby reprezentowaé jedng z mozliwych $ciezek zwijania tego biatka. Stan I moze
reprezentowa¢ inny mechanizm prowadzacy do struktury natywnej, w ktorym a; i a3

obracaja sie wzgledem siebie, co pozwala na powstanie helisy ay. Osiggniecie dopiero
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stanu natywnego jako pierwszego w wielu replikach pokazuje, ze istnieja $ciezki zwija-
nia ktoére nie znalazlty si¢ w niniejszym modelu. Mogtyby one zosta¢ przeanalizowane
w toku dalszych badan.

Pole sit UNRES zwineto to biatko w strukture bliska natywnej. Jedna z cech wielu
opisanych struktur posrednich jest wydhuzona pierwsza helisa «, co moze sugerowac,
ze w tym polu sit helisy te tworzg sie zbyt tatwo lub sg zbyt stabilne. Niektore z opisa-
nych struktur wykazuja nizszy wspotczynnik zyroskopowy od struktury natywnej. Moze
to wynika¢ z bardziej zwartego utozenia obydwu koncow tancucha polipeptydowego,
ktore to w strukturze natywnej biegna na zewnatrz struktury. Innym powodem mogty
by¢ zmiany wprowadzone przez proces odbudowywania struktur z gruboziarnistych

do petlnoatomowych.

9.2.2. 1L2Y

Na rysunku 9.5 znajduje sie graf przejscia dla symulacji biatka o ID 1L2Y w progra-
mie UNRES. Do jego przygotowania wykorzystatem tylko przejscia pomiedzy struktu-
rami w temperaturze 310K. Jego macierz przejscia znajduje si¢ ponizej. Jest ona bliska
symetrycznej, jedynie kilka niskich wartosci rézni sie o znaczacy procent od ich syme-
trycznego odpowiednika. Wskazuje to na prawidlowe przygotowanie modelu Markova.
Na rysunku 9.6 znajduja sie proporcje populacji struktur w poszczegdlnych tempe-
raturach w grupach wykorzystanych do stworzenia Modelu Markova. Na rysunku 9.7
znajduja si¢ modele struktury natywnej oraz centrow najwigkszych uzyskanych grup.
Tabela 9.8 przedstawia liczbe replik ktore osiggnety poszczegodlne stany modelu Mar-

kova jako pierwsze w czasie tej symulacji.
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Z\Do N III VI 11 v I viI 1IX V VIII
N | 36797 1763 933 2859 661 143 9 26 66 o6
111 1800 6184 728 14 60 10 12 375 43 78
VI 944 737 4146 998 11 4 22 251 13 116
1I 2809 27 633 3677 1 36 0 ) 2 11
v 677 63 10 2 1821 8 12 0 10 1

I 147 11 4 32 11 2195 73 0 227 0
VII 6 15 28 0 18 71 442 8 76 5
IX 29 393 239 7 0 0 8 520 2 47
A% 55 52 10 0 6 226 82 3 380 1
VIII 43 69 121 11 4 0 6 50 0 150

W tej symulacji grupa utworzona przez strukture natywna (N) jest wyraznie naj-
wieksza grupa i obejmuje okoto 48% wszystkich struktur uzytych w analizie skupien.
Struktura natywna zawiera 2 helisy «, ktére dalej bedg oznaczane «q i ag. Obserwujemy
tez cztery stany posrednie do i z ktérych ta struktura przechodzi najczesciej (II, III,
IV, VI). Dwa z nich (II, IIT) zauwazalnie wyrdzniaja sie pod wzgledem liczby przejs$c.
Okoto 75% struktur w tej grupie znajduje si¢ w temperaturze fizjologicznej i nizszej
(310K i mniej). Sugeruje to, ze struktura ta jest bardzo stabilna, a dolina energetyczna
zwigzana z tym stanem jest gteboka i uktad nie moégt z niej tatwo wyjs¢é w niskich
temperaturach. Cechg charakterystyczng struktury natywnej tego biatka jest C-koniec
sktadajacy sie gtéwnie z aminokwaséw aromatycznych, zwiniety w kiebek struktury
trzeciorzedowej.

Pierwszym stanem do i z ktorego czesto przechodzi struktura natywna jest stan II,
w ktérym znajduje sie okoto 8,6% struktur. Struktura bedaca jego centrum nie posiada
zwinietych helis «, ale koncowe 2/3 jej dlugosci przypomina ksztaltem strukture na-
tywna. Jej poczatek jest zauwazalnie skrecony co sprawia ze jako catosé struktura ta
przypomina petle, podczas gdy struktura natywna przypomina trzy krawedzie rowno-
legloboku. Sugeruje to, ze w zwijaniu tego biatka duze znaczenie maja oddzialywania
pomiedzy odlegltymi elementami tancucha polipeptydowego, a tworzenie struktur dru-
gorzedowych ma mniejsze znaczenie. W tej konformacji wspomniana struktura C-konca
pojawia si¢ czesciowo. Tryptofan istotny dla niej znajduje si¢ po przeciwnej stronie

tancucha wzgledem pozostalych reszt. Stan ten jest mato stabilny, jedynie okoto 38%

107



Rysunek 9.5. Graf wynikowy dla biatka o ID 1L2Y symulowanego w programie UNRES

dla przejé¢ w temperaturze 310K. Obok kazdego numeru struktury w indeksie gornym znaj-

duje sie¢ jej RMSD wzgledem struktury natywnej, a w indeksie dolnym jej wspotczynnik

zyroskopowy. Stany osiagane przez repliki jako pierwsze sa poprzedzone litera S w indeksie

dolnym, a liczba tych replik znajduje sie¢ w tabeli 9.8. Powigkszone modele struktur znajduja
sie na rysunku 9.7.
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m 360K
W 340K
1 330K
320K
310K
300K
B 290K
W 280K
VIII '

Rysunek 9.6. Wykresy kotowe populacji najwickszych grup w poszczegdlnych temperaturach

dla symulacji struktury o ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie UNRES. W lewym dolnym

rogu kazdego wykresu znajduje sie model struktury ktérej dany wykres dotyczy. Powiekszone
modele struktur znajduja sie na rysunku 9.7.
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Rysunek 9.7. Modele struktury natywnej oraz struktur centralnych najwiekszych grup dla sy-
mulacji struktury o ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Pochodzg one z grafu
na rysunku 9.5.
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Stan N I II III IV V VI VII VII IX
Liczbareplik 0 0 0 49 0 1 O 2 0 12

Rysunek 9.8. Tabela przedstawiajaca pierwsze osiggniete przez poszczegélne repliki stany
wchodzace w sktad modelu Markova pochodzace z symulacji struktury o ID 1L2Y przepro-
wadzonej w pakiecie UNRES.

struktur wchodzacych w jego sktad ma temperature fizjologiczng lub nizsza. Sugeruje
to, ze jego minimum energetyczne jest plytkie, ale jest czesto na krotko osiggany jako
stan posredni, ze wzgledu na istotny udziat w populacji.

Drugim stanem do i z ktorego najczesciej przechodzi struktura natywna jest stan III,
w ktorym znajduje sie okoto 9,5% struktur. Jest to najbardziej spopulowany stan
po stanie natywnym. Struktura go reprezentujaca posiada jedng zwinieta helise «,
ktéora swoim potozeniem bardzo dobrze odpowiada «;. Reszta struktury pozostaje
niezwinieta, ale jej srodkowa czes¢ przypomina ksztattem strukture natywna. Reszty
aminokwasowe tworzace strukture C-konca sg do siebie zblizone, ale utozone zupetnie
inaczej niz w strukturze natywnej. Stan ten jest nieco stabilniejszy od stanu II, 46%
jego struktur znajduje si¢ w temperaturze fizjologicznej i nizszej.

Kolejnym istotnym stanem, do i z ktoérego czesto przechodzi struktura natywna, jest
stan IV, w ktérym znajduje sie okoto 3,7% struktur. Jego centralna struktura posiada
jeden krotki fragment helisy «, odpowiadajacy koncoéwce aq. Mimo to jej struktura
trzeciorzedowa przypomina strukture natywna, choc¢ jest bardziej rozwinieta a jej konce
zauwazalnie rozchodzg si¢ w przestrzeni. Struktura na C-koncu jest czesciowo obecna.
4 7 5 jej najwazniejszych reszt sg wzgledem siebie w pozycjach bliskich natywnym.
Rozktad temperatur tego stanu wskazuje na bardzo niska stabilnos$é¢, jedynie okoto
23% struktur znajduje sie w temperaturze fizjologicznej lub nizszej.

Podobny do stanu IV jest stan VI, w ktérym znajduje sie okoto 9% struktur.
Struktura reprezentujaca go posiada jeden krotki fragment helisy «, odpowiadajacy
srodkowi «y. Jej struktura trzeciorzedowa przypomina czesciowo strukture natywna,
ale jej C-koniec odstaje od reszty czasteczki. Ponownie 4 z 5 najwazniejszych reszt
aminokwasowych struktury na C-koncu sg blisko siebie, ale nie sg to te same reszty
co w strukturze reprezentujacej stan IV. Stan ten czesto przechodzi w stan III, w kto-

rym to pierwsza helisa jest calkowicie zwinieta, wiec przejscie pomiedzy tymi stanami
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jest najprawdopodobniej zwigzane z jej zwijaniem i rozwijaniem. Rozklad tempera-
tur tego stanu wskazuje na niska stabilno$é¢, jedynie okoto 30% struktur znajduje sie
w temperaturze fizjologicznej lub nizszej.

Stan I jest nastepnym stanem posrednim. Znajduje sie w nim okoto 3% struktur.
Struktura bedaca jego centrum posiada pojedynczy, krotki fragment helisy «, odpo-
wiadajacy srodkowi . Reszty aminokwasowe tworzace strukture na C-koncu sg blisko
siebie w przestrzeni, ale majg kompletnie inne utozenie niz w strukturze natywnej.
Jej struktura trzeciorzedowa jest zwarta i najbardziej podobna do struktury natywnej
pod wzgledem RMSD sposréd wszystkich stanow modelu Markova. Mimo tak duzego
podobienstwa do struktury natywnej przejscia pomiedzy tymi dwoma stanami sg rzad-
kie. Ten stan jest raczej stanem posrednim pomiedzy réznymi stanami prowadzacymi
do struktury natywnej. Stan ten jest malo stabilny, okoto 30% jego struktur znajduje
sie w temperaturze fizjologicznej lub nizszej.

Stan VII jest kolejnym stanem posrednim. Znajduje sie w nim okoto 2,4% struktur.
Jego struktura centralna posiada jedng helise o, dobrze odpowiadajaca a;. Pozostata
czesé czasteczki jest zwarta, ale raczej nie przypomina konformacji natywnej. Reszty
aminokwasowe tworzace strukture na C-koncu ponownie sa blisko siebie w przestrzeni,
ale maja kompletnie inne utozenie niz w strukturze natywnej. Stan ten jest niestabilny
i tylko okoto 7,5% jego struktur znajduje sie w temperaturze fizjologicznej lub nizszej.

Stan V jest nieco podobny do stanu VI. Znajduje sie¢ w nim okoto 1,7% struktur.
Struktura go reprezentujaca posiada pojedynczy, krotki fragment helisy «, odpowia-
dajacy srodkowi . Pozostata czesé tej struktury jest stabo zwinieta i nie przypomina
struktury natywnej. Struktura na C-konicu jest réwniez nieobecna. Stan ten jest mato
stabilny i tylko okolo 13% jego struktur znajduje sie w temperaturze fizjologicznej
lub nizszej.

Stany VIII i IX s do siebie podobne i znajduje sie w nich odpowiednio okoto 1,3%
i 2% struktur. Struktury je reprezentujace nie posiadajg zwinietych fragmentéw struk-
tury drugorzedowej i sa najodleglejsze pod wzgledem RMSD od struktury natywne;j.
W obydwu struktura na C-koncu jest czeSciowo obecna. Sg stabo zwinietymi stanami

posrednimi ktore moga przechodzi¢ w wiele z pozostatych standéw, ale zadne konkretne
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przejscie nie jest w tym wyrdznione. Oba stany sa mato stabilne i tylko odpowiednio
10% 1 20% struktur znajduje sie w temperaturze fizjologicznej lub nizszej.

Tabela pierwszych osiaganych stanéw (9.8) pokazuje cztery startowe stany. Naj-
liczniejszy jest stan III ktory jest pierwszym stanem modelu osigganym przez okoto
75% replik. Drugim, ktéry osigga okoto 18% replik jest stan IX. Obydwa sa wyraZnie
rozwiniete i czesciowo liniowe, co ttumaczy ich pojawienie sie jako startowych. Znaczaca
przewaga stanu III sugeruje, ze a; tworzy sie bardzo szybko na poczatku procesu zwi-
jania biatka. Pojedyncze repliki osiagnety tez stany V i VII. Brak replik ktére osiggnety
jako pierwszy stan natywny sugeruje, ze uzyskany model Markova obejmuje wszystkie
najwazniejsze $ciezki zwijania tego biatka w polu sit UNRES.

Uzyskany model sieci standéw struktury biatka pokazuje zaréwno rézne mozliwe
Sciezki zwijania, jak i czesciowe rozwijanie struktury natywnej w sie¢ form posrednich,
zgodnie z przyjeta hipoteza badawcza. Pozwala on, opierajac si¢ na powyzszych obser-
wacjach, zaproponowaé¢ dwie ogdlne drogi zwijania tego biatka. W pierwszej najistot-
niejsze jest formowanie sie ;. Jest ona obecna w catosci w dwéch stanach posrednich
(ITI, VII) i czeSciowo w czterech innych. Dopiero po jej uformowaniu formowalaby sie
a1 struktura trzeciorzedowa. Alternatywng Sciezka, ktorej istotnym elementem jest
stan II, jest tworzenie si¢ najpierw struktury trzeciorzedowej bliskiej natywnej. Zwi-
niecie helis a nastepowatoby w kolejnym kroku. Nalezy zaznaczy¢, ze te dwie $ciezki
nie sg liniowe, ale kazda z nich jest mniejszg siecig stanéw posrednich. Nie sg tez one
catkowicie od siebie oddzielone i stany nalezace do jednego sposobu zwijania moga
przechodzi¢ w stany drugiego. Warto tez zauwazy¢, ze w zadnym stanie posrednim nie
pojawita si¢ zwinigta awn, co wskazuje na jej nizsza stabilnos¢ w tym polu sit. Struk-
tura na C-koncu pojawia sie czeSciowo zwinieta na rozne sposoby w wielu stanach
modelu, ale trudno jest na ich podstawie stawia¢ hipotezy o tym procesie. By¢ moze
gruboziarnistos¢ pola sit UNRES utrudnia lub uniemozliwia jej tworzenie. Mozliwe
jest tez, ze proces odbudowy i minimalizacji pelnego tancucha polipeptydowego dziata
na nia niszczaco. Wspoélezynnik zyroskopowy wiekszosci struktur jest zblizony do struk-

tury natywnej (mniej niz 0,8A réznicy) co pokazuje, ze sa réwnie zwarte co struktura
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natywna. Struktury majace wyzsza warto$¢ tego wspoédtczynnika sg wyraznie stabiej

zwiniete co wskazuje, ze reprezentuja wczesniejsze stadia zwijania tego biatka.

9.2.3. 2MQ8

Na rysunku 9.9 znajduje sie graf przejscia dla symulacji biatka o ID 2MQ8 w progra-
mie UNRES. Do jego przygotowania wykorzystatem tylko przej$cia pomiedzy struk-
turami w temperaturze 310K. Jego macierz przejscia znajduje sie ponizej. Jest ona
bliska symetrycznej, co wskazuje na prawidtowe przygotowanie modelu Markova. Na ry-
sunku 9.10 znajduja si¢ wielkosci populacji struktur w poszczegdlnych temperaturach
w grupach wykorzystanych do stworzenia Modelu Markova. Na rysunku 9.11 znajduja
sic modele struktury natywnej oraz centréw najwickszych uzyskanych grup. Tabela
9.12 przedstawia liczbe replik ktore osiggnety poszczegolne stany modelu Markova jako

pierwsze w czasie tej symulacji.

Z\Do | N 1 IIT  VIII VI VII IX v II \%
N| 6 8 0 0 0 0 0 0 0 0

I| 5 6434 9 78 35 10 12 81 129 32

IIT | © 8 4742 51 0 2 24 1 97 37
VIII | O 72 50 4859 0 1 17 1 39 2
VI | 1 36 0 0 4126 11 335 8 5 0
VII | 0 7 2 3 12 2834 22 0 17 0
IX | 0 12 24 18 337 22 6126 2 0 15
IV.| 0 85 1 0 6 0 2 4003 0 0
Ir| o 130 101 36 4 16 0 0 5968 25
V|0 32 36 2 0 0 14 0 26 2466

W tej symulacji grupa utworzona przez strukture natywna (N) jest bardzo mata
i obejmuje jedynie 0,038% struktur. Przechodzi ona do i ze stanu I oraz ze stanu VI.
To jednostronne przejscie jest najprawdopodobniej artefaktem statystycznym wynika-
jacym z niewielkiej liczby zliczonych przej$¢ pomiedzy stanem natywnym i VI. Przy
zliczaniu przejs¢ we wszystkich temperaturach pojawiaja sie przejécia w obie strony.
Jedynie 30% struktur w tej grupie znajduje si¢ w temperaturze fizjologicznej i nizszej
(310K i mniej). Sugeruje to, ze struktura ta jest malo stabilna i moze wskazywac,

ze pole sit UNRES nie jest w stanie jej zwina¢. Innym powodem moze by¢ zbyt krotki
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Rysunek 9.9. Graf wynikowy dla biatka o ID 2MQ8 symulowanego w programie UNRES

dla przejéé¢ w temperaturze 310K. Obok kazdego numeru struktury w indeksie gornym znaj-

duje si¢ jej RMSD wzgledem struktury natywnej, a w indeksie dolnym jej wspotczynnik

zyroskopowy. Stany osiagane przez repliki jako pierwsze sg poprzedzone litera S w indeksie

dolnym, a liczba tych replik znajduje sie w tabeli 9.12. Powiekszone modele struktur znajduja
sie na rysunku 9.11.
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Rysunek 9.10. Wykresy kotowe populacji najwiekszych grup w poszczegdlnych temperaturach

dla symulacji struktury o ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie UNRES. W lewym dolnym

rogu kazdego wykresu znajduje sie model struktury ktérej dany wykres dotyczy. Powiekszone
modele struktur znajduja sie na rysunku 9.11.
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Rysunek 9.11. Modele struktury natywnej oraz struktur centralnych najwigkszych grup
dla symulacji struktury o ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Pochodza one
z grafu na rysunku 9.9.
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Stan N I II III IV V VI VII VII IX
Liczbareplik 0 6 2 6 9 4 3 12 4 18

Rysunek 9.12. Tabela przedstawiajaca pierwsze osiagniete przez poszczegdlne repliki stany
wchodzace w sktad modelu Markova pochodzace z symulacji struktury o ID 2MQ8 przepro-
wadzonej w pakiecie UNRES.

czas symulacji, ktory nie pozwolil zadnej z replik catkowicie sie zwingé, a struktury
ktore znajduja sie w tej grupie nie osiggnety doliny energetycznej zwigzanej ze struk-
tura natywna, a tylko ptytko przekroczyty promien grupy. W tej strukturze wszystkie
elementy struktury drugorzedowej uktadaja sie w uporzadkowany sposoéb niemal réw-
nolegle (lub antyréwnolegle) wzgledem siebie z odchyleniami do okoto 30° i sg cze$ciowo
wystawione zaréwno na zewnatrz jak i do srodka czasteczki, tworzac zamknieta struk-
ture przypominajaca beczke lub kanat.

Stan I jest najliczniejszym stanem uzyskanym w analizie skupien i obejmuje okoto
13,8% struktur. Jego struktura centralna posiada siedem helis «, z ktérych dwie do-
brze odpowiadaja obydwu helisom struktury natywnej. Nie posiada ona tancuchéw g3,
ale w miejscach w ktorych wystepuja one w strukturze natywnej pojawity si¢ helisy a.
Pojawita si¢ tez dodatkowa helisa a na C-koncu czasteczki. Jego struktura trzecio-
rzedowa, mimo niskiego RMSD, znaczaco rézni si¢ od struktury natywnej. Elementy
struktury drugorzedowej sg nieuporzadkowane i pouktadane wzgledem siebie pod roz-
nymi katami tworzac ktebek. W tej strukturze istnieje wyrazny, hydrofobowy rdzen.
52% struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K
i mniej). Sugeruje to, ze struktura ta jest dos¢ stabilna. Stan ten czesto przechodzi
do i ze stanow II, IV, VI, VIII.

Stan VI obejmuje okoto 4,9% struktur wykorzystanych w analizie i jest drugim
stanem z ktorego zliczono przejscia do struktury natywnej. Jego struktura centralna
posiada osiem helis «, z ktorych trzy odpowiadaja swoim potozeniem dwoém helisom
struktury natywnej (z przerwa w srodku jednej z nich). Ponownie w miejscu struktur /3
pojawiaja sie helisy «, ale zgodnos¢ ze strukturg natywna jest mniejsza niz w stanie
I. Ponownie pojawita sie dodatkowa helisa a na C-koncu czasteczki. Jej struktura
trzeciorzedowa nie przypomina struktury natywnej. Jej rdzen jest znacznie dtuzszy,

wezszy 1 nie tworzy zamknigtej przestrzeni. Utworzyt sie czeSciowo rdzen hydrofobowy,
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cho¢ wystepuje pewna liczba reszt hydrofobowych wystawionych w strone srodowiska
zewnetrznego. 82,5% struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologiczne;
i nizszej (310K i mniej). Sugeruje to, ze struktura ta jest bardzo stabilna, a jej dolina
energetyczna jest gteboka.

Stan IT obejmuje okoto 3,2% struktur uzytych w analizie. Jego struktura centralna
posiada dwie helisy « i trzy krotkie tancuchy (. Jest to jedyna struktura posrednia
posiadajaca struktury 3. Tylko jedna z nich odpowiada czesciowo tancuchowi 3 znaj-
dujacemu si¢ w strukturze natywnej. Jedna z helis a odpowiada helisie struktury natyw-
nej, a druga jednemu z tancuchéw (. Pojawila si¢ tez helisa na C-koncu, ale w nieco
innym miejscu. Pozostate struktury drugorzedowe sa w przypadkowych fragmentach
czasteczki. W strukturze trzeciorzedowej tancuchy [ i fragmenty nieposiadajace struk-
tury drugorzedowej tworza duzy, ptaski fragment pod ktérym znajduja sie obydwie
helisy . Pozwala to na cze$ciowe utworzenie hydrofobowego rdzenia czasteczki. 50%
struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej).
Sugeruje to, ze struktura ta jest do$¢ stabilna.

Stan IV obejmuje okoto 4% struktur. Jego struktura centralna posiada siedem he-
lis @. Dwie z nich odpowiadaja dos¢ dobrze helisom struktury natywnej, przy czym
jedna z nich jest znaczaco (o 5 reszt aminokwasowych) wydtuzona w obie strony. Ist-
nieja tez helisy odpowiadajace strukturom [ struktury natywnej i dodatkowa helisa
na C-koncu czasteczki. Struktura trzeciorzedowa jest ktebkiem z ktorego wystaje naj-
dtuzsza helisa. Jako calo$é posiada duzy hydrofobowy rdzen ktéry ja stabilizuje. 83%
struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej).
Sugeruje to, ze struktura ta jest bardzo stabilna, a jej dolina energetyczna gteboka.

Stan VIII obejmuje okoto 5,2% struktur. Jego struktura centralna posiada osiem
helis a. Trzy z nich odpowiadajg dobrze dwém helisom struktury natywnej. Pozostate
znajdujg sie cze$ciowo w miejscach odpowiadajacych tancuchom [ struktury natyw-
nej. Pojawita sie tez dodatkowa helisa na C-koncu. Jej struktura trzeciorzedowa jest
zwarta i tworzy zamknieta strukture, ktora jednak nie przypomina struktury natyw-

nej. W strukturze tej utworzy!l sie wyrazny rdzen hydrofobowy. 60% struktur w tej
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grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej). Sugeruje to,
ze struktura ta jest stabilna.

Stan III jest istotnym stanem posrednim, do i z ktorego przechodzi wiele innych
standéw. Znajduje sie w nim okoto 6,2% struktur uzytych w analizie. Jego struktura
centralna posiada pie¢ helis a. Trzy z nich czesciowo odpowiadaja dwém helisom
struktury natywnej. Pozostate dwie znajduja sie w poblizu miejsc wystepowania struk-
tur (3, ale nie pokrywaja sie dobrze z nimi. Jego struktura trzeciorzedowa tworzy dwie
rownolegte plaszczyzny. Wieksza z nich ztozona jest z dwoch helis i fragmentow bez
struktury natywnej, ktore przypominaja swoim utozeniem [ kartke. Mniejsza tworza
dwie helisy a. W strukturze tej utworzyt sie czesciowo rdzen hydrofobowy, ale duzo
hydrofobowych tancuchéw bocznych jest weigz wystawionych w kierunku $rodowiska.
31% struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K
i mniej). Sugeruje to, ze struktura ta jest mato stabilna.

Stan V jest nastepnym stanem posrednim. Znajduje sie w nim okoto 2,9% struk-
tur. Jego struktura centralna posiada pie¢ helis a. Dwie z nich czesciowo odpowiadaja
pierwszej, a kolejna bardzo dobrze odpowiada drugiej helisie struktury natywnej. Jedna
z pozostatych helis odpowiada jednemu z tancuchéw 3. W strukturze trzeciorzedowe;j
tworzy ciasno zwiniety klebek, nieprzypominajacy struktury natywnej. Utworzyt sie
w niej wyrazny rdzen hydrofobowy, ale czes¢ reszt hydrofobowych wystawiona jest
w kierunku $rodowiska. Tylko 22% struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze
fizjologicznej i nizszej (310K i mniej). Sugeruje to, ze struktura ta jest mato stabilna
i jest raczej wysokoenergetycznym stanem posrednim osiagganym przez repliki w wyz-
szych temperaturach.

Stan VII obejmuje okolo 4,5% struktur uzytych w analizie skupien. Jego struktura
centralna posiada osiem helis ae. Dwie z nich odpowiadajg dobrze dwoém helisom, a trzy
nastepne trzem tancuchom [ struktury natywnej. Pojawita sie ponownie dodatkowa he-
lisa na C-koncu. Struktura trzeciorzedowa przypomina dwa trojkaty ztozone z helis «,
potozone jeden na drugim i przesuniete wzgledem siebie. Istnieje w nim wyrazny rdzen

obejmujacy wiekszo$¢é hydrofobowych aminokwaséw. 81% struktur w tej grupie znaj-
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duje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej). Sugeruje to, ze struktura
ta jest bardzo stabilna, a jej dolina energetyczna gteboka.

Stan IX obejmuje okolo 4,5% struktur. Jego struktura centralna posiada pieé¢ he-
lis . Dwie z nich odpowiadaja dobrze dwém helisom struktury natywnej, dwie kolejne
czesciowo odpowiadaja jej dwom tancuchom 3. Charakterystycznym elementem struk-
tury trzeciorzedowej jest ptaski fragment przypominajacy [ kartke utworzony przez
reszty aminokwasowe nie nalezace do zadnej helisy. Trzy najdtuzsze helisy a znajduja
sie pod ta strukturag. Pozwolito to na utworzenie sie znaczacego rdzenia hydrofobowego.
63% struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K
i mniej). Sugeruje to, ze struktura ta jest stabilna. Stan ten bardzo czesto przechodzi
do i ze stanu VI.

Tabela pierwszych osiaganych stanéw (9.12) pokazuje, ze wszystkie stany poza na-
tywnym byty osiagane jako pierwsze przez repliki w symulacji. Wskazuje to, ze ist-
nieje rozlegta sie¢ dodatkowych, mniej istotnych stanow posrednich ktére doprowadzaja
strukture do zwiniecia w jeden ze stanéow modelu Markova. Brak replik ktére osiagnety
jako pierwszy stan natywny sugeruje natomiast, ze uzyskany model Markova obejmuje
wszystkie najwazniejsze Sciezki zwijania tego biatka w polu sit UNRES. Liczba replik
w pewnym stopniu wyrdznia sie stan IX (okoto 28% replik), ktéry jednoczesnie jest
najbardziej rozwinietym stanem modelu Markova.

Wszystkie stany posrednie sa mocno zwiniete i posiadaja po kilka (5-8) helis a.
W zdecydowanej wickszosci pojawiaja sie helisy odpowiadajace helisom struktury na-
tywnej. Powstaja one rowniez we fragmentach czasteczki, w ktérych struktura natywna
posiada struktury (3. Moze to by¢ spowodowane tendencjami pola sit do nadmier-
nej stabilizacji helis. Hipoteze ta wspiera tez czeste pojawianie sie dodatkowej helisy
na C-koncu czasteczki. Struktury 3 pojawiaja sie tylko w jednym stanie posrednim.
Kilka tych stanéw posiada ptaskie, ztozone z kilku tancuchow struktury przypomi-
najace [-kartki (IIT i IX). By¢é moze sa one wprost [-kartkami, ktére zostaty na tyle
zaburzone przez proces odbudowy tancucha, ze program PyMOL przestat je wykrywac.
Struktury te jednak tylko czesciowo tworzg sie w regionach, w ktorych struktura na-

tywna posiada tancuchy 3. Wszystkie uzyskane stany przejéciowe maja wspotczynnik
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zyroskopowy mniejszy od struktury natywnej, co wynika z obecnosci w niej dhugiego,
prostego, wystajacego znacznie poza reszte czasteczki C-konca.

Uzyskany model sieci stanow struktury biatka pokazuje zaréwno rézne mozliwe
Sciezki zwijania, jak i czesciowe rozwijanie struktury natywnej w sie¢ form posrednich,
zgodnie z przyjeta hipoteza badawcza. Pozwala on, opierajac sie na powyzszych obser-
wacjach, formutowaé ogblne hipotezy na temat przebiegu zwijania tego biatka w polu sit
UNRES. Uzyskane wyniki wskazuja, ze biatko to szybko zwija si¢ w zwarta strukture,
gdyz zaden stan posredni nie ma bezposredniego zwiazku ze startowa, liniows struk-
tura. Dwie helisy a struktury natywnej istnieja czesciowo lub w catosci we wszystkich
stanach posrednich, co wskazuje na ich duza stabilnos¢. Najliczniejszym, gtéwnym sta-
nem prowadzacym do struktury natywnej jest stan I, ktory jest kiebkiem helis. Jest
mozliwe, ze wzajemne oddzialywania odlegtych fragmentéw tancucha w tym ktebku
promujg zmiane helis w struktury (3, co mogtoby doprowadzi¢ do uzyskania struktury
natywnej i reprezentowac¢ jedna z mozliwych Sciezek zwijania. Inna Sciezke zwijania
moze reprezentowaé kilka stanéw ktore, jak wspomniano, tworza strukture uktadajaca
sie w dwie plaszczyzny. Jedli jedna z tych ptaszczyzn bytaby utworzona ze struktur
a druga z helis o to po ich skreceniu i zgieciu powstataby struktura natywna. Stany
IT, IIT i IX najbardziej przypominajg taks strukture. Nalezy tez zauwazy¢, ze niniejsze
biatko jest najwieksze z symulowanych i czas symulacji mégt by¢ niewystarczajacy

aby dostateczna liczba replik osiggneta strukture bliskg natywnej.

9.3. AMBER

9.3.1. 1BDD

Na rysunku 9.13 znajduje si¢ graf przejécia dla symulacji biatka o ID 1BDD w pro-
gramie AMBER. Do jego przygotowania wykorzystatem tylko przejscia pomiedzy struk-
turami w temperaturze 310K. Jego macierz przejscia znajduje si¢ ponizej. Jest ona
bliska symetrycznej, co wskazuje na prawidtowe przygotowanie modelu Markova. Na ry-
sunku 9.15 znajduja si¢ wielkosci populacji struktur w poszczegdlnych temperaturach

w grupach wykorzystanych do stworzenia Modelu Markova. Na rysunku 9.16 znajduja
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sie¢ modele struktury natywnej oraz centréw najwigkszych uzyskanych grup. Tabela
9.17 przedstawia liczbe replik ktore osiagnety poszczegdlne stany modelu Markova jako

pierwsze w czasie tej symulacji.

Z\Do N v IX VI II1  VII Vv I VIII 11
N | 159 0 0 0 0 0 0 0 0 0
v 0 3940 5 34 43 46 18 0 23 7
IX 0 5 3691 0 0 80 0 0 76 0
VI 0 44 0 2766 26 0 41 0 0 7
III 0 40 0 23 2486 0 30 4 0 0
VII 0 50 86 0 0 3167 5 0 49 7
A% 0 19 0 52 34 3 1543 0 0 9

I 0 1 0 0 6 0 0 874 0 0
VIII 0 21 71 0 0 51 0 0 1533 0
1I 0 6 0 9 0 6 11 0 0 1890

Graf 9.13 dla przej$¢ zarejestrowanych w temperaturze 310K nie jest spdjny (zadna
krawedZz nie dochodzi do struktury natywnej). W zwiazku z tym do analizy zostanie
uzyty graf 9.14 zawierajacy przejscia zliczone dla wszystkich temperatur.

W tej symulacji grupa utworzona przez strukture natywna (N) jest niewielka i obej-
muje okoto 0,3% struktur uzytych w analizie skupien. Struktura natywna zawiera 3 he-
lisy «, ktére dalej beda oznaczane aq, aa, ag. Struktura ta przechodzi do i z jednego
stanu posredniego (numer I). 91% struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze
fizjologicznej i nizszej (310K i mniej). Sugeruje to, ze dolina energetyczna zwiazana
z tym stanem jest gteboka i wskazuje na duza stabilnosé¢ tej struktury, co jest oczeki-
wane dla struktury natywnej.

Jedynym stanem do i z ktérego najczesciej przechodzi struktura natywna jest stan I,
w ktérym znajduje sie okoto 2,2% struktur. Struktura go reprezentujaca posiada trzy
zwiniete helisy a. Druga i trzecia z nich swoim potozeniem na tancuchu polipeptydo-
wym bardzo dobrze odpowiadaja «s i az, choé sg nieco wydtuzone w poréwnaniu z nig.
Pierwsza jest znaczaco wydtuzona i przesunieta w strone N-konca czasteczki wzgledem
a1. as 1 ag sa utozone wzgledem siebie prawie doktadnie tak, jak w strukturze na-
tywnej. a; jest odchylona od nich, i przez to tez od swojego natywnego potozenia,

o okoto 90°. Wskazuje to na prosty mechanizm przechodzenia do i ze struktury na-
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Rysunek 9.13. Graf wynikowy dla biatka o ID 1BDD symulowanego w programie AMBER

dla przejs¢ w temperaturze 310K. Obok kazdego numeru struktury w indeksie gérnym znaj-

duje sie jej RMSD wzgledem struktury natywnej, a w indeksie dolnym jej wspdtczynnik

zyroskopowy. Stany osiagane przez repliki jako pierwsze sa poprzedzone litera S w indeksie

dolnym, a liczba tych replik znajduje sie w tabeli 9.17. Powigckszone modele struktur znajduja
sie na rysunku 9.16.
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Rysunek 9.14. Graf wynikowy dla biatka o ID 1BDD symulowanego w programie AMBER

dla przejsé we wszystkich temperaturach. Obok kazdego numeru struktury w indeksie gérnym

znajduje sie jej RMSD wzgledem struktury natywnej, a w indeksie dolnym jej wspotczynnik

zyroskopowy. Stany osiagane przez repliki jako pierwsze sg poprzedzone litera S w indeksie

dolnym, a liczba tych replik znajduje sie w tabeli 9.17. Powiekszone modele struktur znajduja
sie na rysunku 9.16.
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Rysunek 9.15. Wykresy kotowe populacji najwiekszych grup w poszczegdlnych temperaturach

dla symulacji struktury o ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie AMBER. W lewym dolnym

rogu kazdego wykresu znajduje sie model struktury ktérej dany wykres dotyczy. Powiekszone
modele struktur znajduja sie na rysunku 9.16.
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Rysunek 9.16. Modele struktury natywnej oraz struktur centralnych najwigkszych grup
dla symulacji struktury o ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie AMBER. Pochodzg one
z grafu na rysunku 9.14.
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Stan N I II III IV V VI VII VII IX
Liczbareplik 0 0 1 0 4 1 0 2 11 45

Rysunek 9.17. Tabela przedstawiajaca pierwsze osiagniete przez poszczegdlne repliki stany
wchodzace w sktad modelu Markova pochodzace z symulacji struktury o ID 1BDD przepro-
wadzonej w pakiecie AMBER.

tywnej, polegajacy na zmianach kata tego odchylenia. Hydrofobowy rdzen czasteczki
jest w pewnym stopniu wystawiony do srodowiska ze wzgledu na opisane odchylenie
helisy. 94% struktur w tej grupie znajduje siec w temperaturze fizjologicznej i nizszej
(310K i mniej), co wskazuje na jej bardzo duza stabilnos¢ i duza gteboko$¢ jej doliny
energetycznej. W uzyskanym modelu ten stan przechodzi do i z trzech innych stanéw
(poza natywnym): III, IV, VL.

Stan III obejmuje okolo 2,8% struktur uzytych w analizie skupien. Struktura be-
daca jego centrum posiada trzy zwinigte helisy «. Sa one zgodne z helisami obecnymi
w strukturze natywnej, jedynie pierwsza jest znaczaco wydtuzona w kierunku N-konca
tancucha polipeptydowego. Te trzy helisy sa utozone wzgledem siebie w przestrzeni
w przyblizeniu jak trzy sasiednie krawedzie kwadratu. Stan ten moze przechodzi¢
w stan [ poprzez wzajemne zblizenie si¢ drugiej i trzeciej helisy. Struktury nalezace
do tej grupy sa roztozone prawie rowno pod wzgledem temperatur. Nie tworzy rdzenia
hydrofobowego ze wzgledu na wysoki stopien rozwiniecia. Okoto 45% z nich znajduje
sic w temperaturze fizjologicznej lub nizszej (310K i mniej). Wskazuje to, ze dolina
energetyczna z nim zwigzana jest raczej ptytka i repliki w kazdej temperaturze mogty
ja tatwo opuscié.

Stan IV obejmuje okoto 4,4% struktur i pod wieloma wzgledami jest podobny
do stanu III. Struktura go reprezentujaca posiada trzy zwiniete helisy o z ktérych
pierwsza jest wydtuzona w kierunku N-konca, druga przesunieta w tym samym Kkie-
runku, a potozenie trzeciej zgadza sie z natywna. Ukltadaja sie one w ksztalt przy-

Y

pominajacy litere 'L’ nieco skrecong w trzecim wymiarze. Stan ten moze przechodzié¢
w stan I rowniez poprzez wzajemne zblizenie sie drugiej i trzeciej helisy. Nie tworzy
rdzenia hydrofobowego ze wzgledu na wysoki stopien rozwiniecia. Jedynie na zgie-

ciach pomiedzy helisami znajduja sie mate grupy reszt hydrofobowych, ktore moga

stabilizowa¢ strukture. Rozklad temperatur jest w nim bardzo podobny do stanu III
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i mozna na jego podstawie przedstawi¢ identyczne wnioski. Jedynie procent struktur
w temperaturze fizjologicznej i nizszej jest minimalnie mniejszy i wynosi 41%.

W stanie VI znajduje sie okoto 2,8% struktur uzytych w analizie skupient. Struktura
go reprezentujaca posiada cztery helisy a. Pierwsza odpowiada «;, ale ponownie jest
znaczaco wydtuzona w kierunku N-konca czasteczki. Druga i trzecia helisa odpowiadaja
do$¢ dobrze as, przedtuzonej nieco w kierunku N-konca z niewielky przerwa w srodku.
Czwarta helisa odpowiada dobrze ag, ale jest od niej nieco krotsza. Jego struktura
trzeciorzedowa jest podobna do stanu IV. Moze przechodzi¢ w stan I przez prawidtowe
zwiniecie do konca drugiej helisy i zblizenie si¢ jej do helisy trzeciej. Nie tworzy rdzenia
hydrofobowego ze wzgledu na wysoki stopien rozwinigcia. Rozktad temperatur jest
w nim bardzo podobny do stanu III i mozna na jego podstawie przedstawi¢ identyczne
wnioski. Jedynie procent struktur w temperaturze fizjologicznej i nizszej jest nieco
wiekszy i wynosi 51%, co moze wskazywaé na nieco wieksza stabilnosé tej struktury.
Te 3 stany (III, IV, VI) dos$¢ czesto przechodzg jeden w drugi.

Stan V jest blisko zwigzany ze stanem VI przez czeste wzajemne przejscia. Znajduje
sie w nim 2,2% struktur uzytych w analizie. Jego struktura drugorzedowa zawiera trzy
helisy «, ktére bardzo dobrze odpowiadaja helisom struktury natywnej, jedynie druga
z nich jest nieco krétsza. W strukturze trzeciorzedowej pierwsza i druga helisa sg niemal
w jednej ptaszczyznie i znajduja sie pod katem okoto 90° wzgledem siebie. Trzecia
helisa odchyla sie od nich na zewnatrz czasteczki i poza ich ptaszczyzne. Jest to jedyny
uzyskany stan posredni w ktorym pierwsza helisa jest prawidtowo zwinigta. Fakt, ze nie
przechodzi on w strukture natywna sugeruje, ze tymczasowe przedluzenie pierwszej
helisy moze odgrywac istotng role w ostatecznym zwinieciu czasteczki do struktury
natywnej. Moze tez by¢ slepym zautkiem procesu zwijania. Poza stanem VI przechodzi
do$¢ czesto do i z opisanych wczesniej stanow III i IV. Ponownie nie istnieje rdzen
hydrofobowy czasteczki, ale na zgieciach struktury znajduja sie niewielkie grupy reszt
hydrofobowych. 65% struktur w tej grupie znajduje si¢ w temperaturze fizjologiczne;
i nizszej (310K i mniej), co wskazuje na jej duza stabilnosé i znaczaca gleboko$é jej
doliny energetycznej. Zgadzatoby sie to z zaproponowang rola slepego zautka procesu

zwijania biatka.
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Stany VIII i IX sa najbardziej rozwiniete, na co wskazujg ich wspotezynniki zyro-
skopowe, i reprezentuja poczatkowe stadia procesu zwijania biatka. Czesto przechodza
jeden w drugi. Znajduje sie w nich odpowiednio 2% i 4,3% struktur uzytych w ana-
lizie. Struktura reprezentujaca stan VIII sklada sie z szeSciu helis «, ktére parami
odpowiadaja helisom struktury natywnej z przerwa w srodku. Wszystkie sa wydtu-
zone w kierunku N-konca, najbardziej pierwsza helisa. Struktura reprezentujaca stan
VIII sktada sie z czterech helis a. Pierwsza i druga odpowiadaja «; i s, natomiast
trzecia i czwarta odpowiadaja as. Wszystkie helisy sa przesunicte w kierunku N-konca
czasteczki. Struktura trzeciorzedowa obu tych struktur jest przede wszystkim liniowa,
cho¢ widaé¢ tez w nich poczatek procesu zblizania si¢ do siebie helis a. Z tego powodu
nie posiadajg rdzeni hydrofobowych. Jedynie odpowiednio 29% i 28% struktur w tych
grupach znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej), co wskazuje
ze ich doliny energetyczne sg bardzo ptytkie i ze sa krotkotrwatymi stanami posrednimi.

Stan VII przypomina opisane powyzej stany VIII i IX. Znajduje sie w nim okoto
2,4% struktur uzytych w analizie. Struktura go reprezentujaca posiada trzy helisy «.
Druga i trzecia bardzo dobrze odpowiadaja s i a3, natomiast pierwsza jest mocno
przesunieta w kierunku N-konca. Petla pomiedzy pierwsza a druga helisg jest zwarta
i zawiera zwrot. Wspdlnie z fragmentem drugiej helisy tworzy malty hydrofobowy re-
gion. Jej struktura trzeciorzedowa jest rowniez przede wszystkim liniowa. 56% struk-
tur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej),
co wskazuje na jej dos¢ duza stabilnos¢, zwtaszcza w poréwnaniu ze strukturami VIII
i IX. Moze ona wynika¢ zaréwno z uformowania wiekszej czesci helis a jak i z wpltywu
wspomnianej zwinietej petli pomiedzy pierwsza a druga helisg.

Ostatnim stanem uzytym do budowy modelu Markova jest stan II. Znajduje sie
w nim okoto 2,4% struktur uzytych w analizie. Struktura go reprezentujaca posiada
trzy helisy a. Druga i trzecia do$¢ dobrze odpowiadaja as i a3, natomiast pierwsza
jest mocno wydtuzona w kierunku N-konca. Jej struktura trzeciorzedowa przypomina
litere 'Z’. Wida¢ w niej zblizanie sie do siebie poszczegélnych helis @ w poréwnaniu
ze stanami VII, VIII, IX. Jest ona stanem posrednim istniejacym pomiedzy bardziej

i mniej zwinietymi stanami. Nie posiada ona rdzenia hydrofobowego. 60% struktur w tej
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grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej), co wskazuje
na jej duza stabilnos¢ i obecnos$¢ zauwazalnej doliny energetyczne;j.

Tabela pierwszych osiaganych stanow (9.17) pokazuje, ze szes¢ stanéw byto osiagane
jako pierwsze przez repliki w symulacji. Wskazuje to na istnienie r6znych $ciezek ktore
prowadza strukture od rozwinietej do jednego ze stanéw modelu Markova. Brak replik
ktore osiggnely jako pierwszy stan natywny sugeruje natomiast, ze uzyskany model
Markova obejmuje wszystkie najwazniejsze Sciezki zwijania tego biatka w polu sit AM-
BER. Liczba replik wyr6znia sie stan IX (okoto 70% replik) i w mniejszym stopniu stan
VIII (okoto 17% replik) ktére sa najbardziej rozwinietymi stanami modelu Markova.

Uzyskany model sieci stanow struktury biatka pokazuje zaréwno rézne mozliwe
Sciezki zwijania, jak i czesciowe rozwijanie struktury natywnej w sie¢ form posrednich,
zgodnie z przyjeta hipoteza badawcza. Pozwala on, opierajac sie na powyzszych obser-
wacjach, formutowaé¢ ogélne hipotezy na temat przebiegu zwijania tego biatka w polu
sit AMBER. Wszystkie helisy a sg obecne w kazdym stanie, co sugeruje ze powstaja
bardzo szybko. Stan IX wskazuje, ze kazda z nich zaczyna sie tworzy¢ w dwoch miej-
scach ktore wydtuzaja sie i taczg ze soba. W prawie kazdym stanie, poza natywnym i V
pierwsza helisa jest znaczaco przesunieta lub wydtuzona w kierunku N-konca czasteczki.
By¢ moze stabilizuje to formy posrednie, albo pole sit ma tendencje do tworzenia takiej
struktury. Pod koniec tworzenia helis zaczynaja sie one zbliza¢ do siebie na rozne spo-
soby, czego wynikiem jest szeroka sie¢ réznych konformacji posrednich (stany II, III,
IV, V, VI). Stan I pokazuje, ze s i a3 zblizaja sie do siebie najpierw i dopiero po tym
jak osiggna swojg natywna konformacje zbliza sie do nich aj.

Pole sit programu AMBER zwineto to biatko w strukture bliska natywnej, choé
stan natywny byt bardzo stabo spopulowany. Jak wspomniano charakterystyczna ce-
cha wielu struktur posrednich jest wydluzona pierwsza helisa a. To samo zjawisko
zaobserwowaé¢ mozna w opisanej powyzej symulacji w programie UNRES co sugeruje,
ze moze to by¢ rzeczywiste zjawisko, a nie artefakt pola sit. Struktura natywna posiada
najmniejszy wspotczynnik zyroskopowy co jest zgodne z oczekiwaniami ze wzgledu

na wyraznie mniejsza zwartos¢ pozostatych stanow.
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9.3.2. 1L2Y

Na rysunku 9.18 znajduje si¢ graf przejscia dla symulacji biatka o ID 1L2Y w progra-
mie AMBER. Do jego przygotowania wykorzystalem tylko przejscia pomiedzy struk-
turami w temperaturze 310K. Jego macierz przejscia znajduje si¢ ponizej. Jest ona
bliska symetrycznej, mimo istnienia paru wartosci znaczaco rézniacych si¢ od swoich
odpowiednikow. Wskazuje to na raczej prawidlowe przygotowanie modelu Markova.
Na rysunku 9.19 znajduja sie wielkosci populacji struktur w poszczegdlnych tempera-
turach w grupach wykorzystanych do stworzenia Modelu Markova. Na rysunku 9.20
znajduja sie¢ modele struktury natywnej oraz centrow najwiekszych uzyskanych grup.
Tabela 9.21 przedstawia liczbe replik ktére osiagnety poszcezegélne stany modelu Mar-

kova jako pierwsze w czasie tej symulacji.

Z\Do N VI VII IX I IIT  VIII v Vv I
N | 31614 168 477 1 280 58 38 223 130 97
VI 167 5529 0 0 0 26 4 111 0 53
VII 476 0 6834 39 129 0 93 0 168 0
IX 1 0 40 2037 4 57 0 0 3 0

I 278 0 128 6 2405 1 1 17 0 8

III 55 27 1 52 1 1490 0 15 0 43
VIII 38 6 88 0 0 0 1699 0 137 0
v 220 101 0 0 16 17 0 1114 0 21
A% 145 0 156 1 0 0 139 0 1232 9

1I 106 93 0 0 8 42 0 13 12 1163

W tej symulacji grupa utworzona przez strukture natywng zawiera 30,5% struktur
uzytych w analizie i jest najwieksza uzyskang grupa. Struktura natywna zawiera 2 he-
lisy «, ktére dalej beda oznaczane v i ae. 66% jej struktur znajduje sie w temperaturze
fizjologicznej i nizszej (310K i mniej). Sugeruje to, ze dolina energetyczna zwiazana
z tym stanem jest dos¢ gleboka i wskazuje na duza stabilno$é¢ tej struktury, co jest
oczekiwane dla struktury natywnej. Struktura ta przechodzi najczesciej do i ze stanu
VII, istotne sa tez przejscia do stanow I 1 IV.

W stanie VII znajduje sie 7,2% struktur uzytych w analizie i jest to trzeci najlicz-

niejszy stan. Struktura go reprezentujaca posiada jedna helis¢ o odpowiadajaca drugiej
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Rysunek 9.18. Graf wynikowy dla biatka o ID 1L2Y symulowanego w programie AMBER

dla przejs¢ w temperaturze 310K. Obok kazdego numeru struktury w indeksie gérnym znaj-

duje sie jej RMSD wzgledem struktury natywnej, a w indeksie dolnym jej wspotczynnik

zyroskopowy. Stany osiagane przez repliki jako pierwsze sg poprzedzone litera S w indeksie

dolnym, a liczba tych replik znajduje sie w tabeli 9.21. Powiekszone modele struktur znajduja
sie na rysunku 9.20.
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Rysunek 9.19. Wykresy kotowe populacji najwiekszych grup w poszczegdlnych temperaturach

dla symulacji struktury o ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie AMBER. W lewym dolnym

rogu kazdego wykresu znajduje sie model struktury ktérej dany wykres dotyczy. Powiekszone
modele struktur znajduja si¢ na rysunku 9.20.
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Rysunek 9.20. Modele struktury natywnej oraz struktur centralnych najwigkszych grup
dla symulacji struktury o ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie AMBER. Pochodza one
z grafu na rysunku 9.18.
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Stan N I II III IV V VI VII VII IX
Liczbareplik 3 7 14 7 7 2 1 3 1 19

Rysunek 9.21. Tabela przedstawiajaca pierwsze osiagniete przez poszczegdlne repliki stany
wchodzace w sktad modelu Markova pochodzace z symulacji struktury o ID 1L2Y przepro-
wadzonej w pakiecie AMBER.

potowie . Jej struktura trzeciorzedowa jest bardzo kompaktowa, ale ksztaltem raczej
nie przypomina struktury natywnej. Reszty aminokwasowe tworzace strukture C-konca
znajduja sie blisko siebie, ale ich tanicuchy boczne sg inaczej utozone. 66% struktur w tej
grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej), co pokazuje
ze ten stan jest tylko troche mniej stabilny niz natywny.

Stan I obejmuje okoto 2,8% struktur uzytych w obliczeniach. Struktura go repre-
zentujaca posiada jedna bardzo krotka helise «, odpowiadajaca srodkowi ay. Struk-
tura C-korica jest nieobecna, jej reszty aminokwasowe sa oddalone od siebie. Struktura
trzeciorzedowg przypomina natywna, ale jej N-koniec jest bardziej rozciggniety. 40,5%
struktur w tej grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej),
co pokazuje ze ten stan jest do$¢ malo stabilny.

Stan IV obejmuje okoto 1,9% struktur uzytych w obliczeniach. Struktura go repre-
zentujaca posiada jednag krotka helise o bedaca fragmentem aw. Struktura C-konca jest
nieobecna, reszty ja tworzace sa w duzym oddaleniu a ich tancuchy boczne skierowane
sa w przeciwne strony. Jej struktura trzeciorzedowa przypomina stan I ze zgietym
pod katem 90° N-koncem. 43% struktur w tej grupie znajduje si¢ w temperaturze
fizjologicznej 1 nizszej (310K i mniej), co pokazuje Ze ten stan jest dosé malo stabilny.

Stan VI obejmuje okoto 7,4% struktur i jest to drugi najliczniejszy stan. Przechodzi
do$¢ czesto do i ze stanu natywnego. Struktura go reprezentujaca posiada jedng krotka
helis¢ a bedaca fragmentem as. Struktura C-konca jest nieobecna, reszty ja tworzace sa
w duzym oddaleniu od siebie. Jej struktura trzeciorzedowa jest bardzo kompaktowa,
ale ksztaltem raczej nie przypomina struktury natywnej. 71% struktur w tej grupie
znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej) co wskazuje, ze dolina
energetyczna z nim zwigzana jest gleboka i sprawia, ze jest to najbardziej stabilny
uzyskany stan.

Stan IT jest stanem posrednim taczacym wiele innych stanéw. Zawiera on okoto 1,8%
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struktur. Struktura go reprezentujaca, podobnie jak poprzednie, posiada jedng krotka
helise a bedaca fragmentem . Struktura C-konca jest nieobecna, reszty ja tworzace
sg w duzym oddaleniu a ich tancuchy boczne skierowane sa na zewnatrz. Jej struktura
trzeciorzedowa przypomina litere 'L’ i zawiera maly, ztozony z reszt aminokwasowych
od 7 do 16, ciasno zwiniety rdzen na zgieciu. 36% struktur w tej grupie znajduje sie
w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej), co pokazuje ze ten stan jest mato
stabilny:.

Stany V i VIII s do siebie dos¢ podobne i razem ze stanem VII tworza tréjke czesto
przechodzaca w siebie nawzajem. Zawieraja odpowiednio 1,9% i 2% struktur uzytych
w analizie skupien. Nie posiadajg one ani helis o ani tancuchow (. Nie posiadaja tez
zwinietej struktury na C-koncu. W strukturze trzeciorzedowej posiadaja zwrot o 180°
i dwa ramiona, ktére poczatkowo biegng réwnolegle do siebie, czesciowo skrecajac sie
i oddalajac na koncach czagsteczki. Sprawia to, ze przypominajg nieco strukture spinki
do wtoséw. Odpowiednio 39% i 56% struktur w tych grupach znajduje sie¢ w tempera-
turze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej). Pokazuje to, ze stan V jest malo stabilny,
a stan VIII zauwazalnie stabilniejszy.

Stan III jest kolejnym stanem posrednim. Obejmuje on okoto 2% struktur. Struk-
tura go reprezentujaca posiada jedna kréotka helise «, odpowiadajaca drugiej potowie
aq. Posiada cze$ciowo zwinieta strukture na C-koncu. Jej struktura trzeciorzedowa
posiada dos¢ zwarty rdzen ztozony z reszt aminokwasowych 6-12 i ogdlnym ksztattem
przypomina liczbe ’3’. 35% struktur w tej grupie znajduje sic w temperaturze fizjolo-
gicznej i nizszej (310K i mniej), co pokazuje ze ten stan jest malo stabilny.

Stan IX jest najbardziej rozwinietym stanem i zawiera okoto 3% struktur. Struktura
go reprezentujaca posiada jedng krotka helise o, odpowiadajaca drugiej potowie ay. Nie
posiada struktury na C-koncu. Jego struktura trzeciorzedowa jest liniowa z jednym bar-
dziej zwartym fragmentem ztozonym z reszt aminokwasowych 6-11. 33% struktur w tej
grupie znajduje sie w temperaturze fizjologicznej i nizszej (310K i mniej), co pokazuje
ze ten stan jest mato stabilny.

Tabela pierwszych osiaganych stanéw (9.21) pokazuje, ze wszystkie stany byty osia-

gane jako pierwsze przez repliki. Jest to istotne zwtaszcza dla struktury natywnej, ktéra
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osiagnety jako pierwsza 3 repliki. Wskazuje to na istnienie innych mozliwych $ciezek
zwijania, ktérych nie obejmuje niniejszy model Markova. Pozostate stany pokazuja,
ze istnieje rozlegta sie¢ dodatkowych mechanizméw ktore doprowadzaja rozwinieta
strukture do poszczegdlnych stanéw modelu Markova. Liczbg replik wyrdzniaja sie
stany II i IX, ktore jako pierwsze osiagneta okoto potowa replik.

Uzyskany model sieci stanéw struktury biatka pokazuje zaréwno rézne mozliwe
Sciezki zwijania, jak i czesciowe rozwijanie struktury natywnej w sie¢ form posrednich,
zgodnie z przyjeta hipotezg badawcza. Uzyskane wyniki z pola sit AMBER nie wska-
zuja jednak tak jasno mozliwych drég zwijania tego biatka jak uzyskane w programie
UNRES. Stany I, V i VIII sugeruja, ze czasteczka najpierw przyjmuje ksztalt przypomi-
najacy strukture trzeciorzedows, a tworzenie helis « i struktury na C-koncu zachodzi
jednoczesnie i bardzo szybko pod koniec procesu zwijania. Ten proces mogtby by¢
jedng ze Sciezek zwijania biatka. W roznych stanach istniejg rozne fragmenty struktur
«, ale jest ich niewiele i ich zawarto$¢ nie zwigksza si¢ w stanach blizej zwiazanych
ze strukturg natywna. Z drugiej strony w kilku bardziej rozwinietych strukturach za-
uwazy¢ mozna byto mocniej zwiniety rdzen obejmujacy reszty aminokwasowe od okoto
6 do okoto 12. By¢ moze odgrywa on role w procesie zwijania stabilizujac czasteczke
i promujac dalsze jej zwijanie. Wymagatoby to dalszej analizy. Moze tez reprezentowac
kolejny mechanizm zwijania. Struktury reprezentujace stany VI i VII sg najbardziej
zwarte 1 maja wspotezynnik zyroskopowy podobny do struktury natywnej. Pozostate

struktury maja wyzsze wartosci tego wspotczynnika.

9.3.3. 2MQ8

Na rysunku 9.22 znajduje sie graf przejscia dla symulacji biatka o ID 2MQ8 w pro-
gramie AMBER. Do jego przygotowania wykorzystatem tylko przejécia pomiedzy struk-
turami w temperaturze 310K. Jego macierz przejscia znajduje sie ponizej. Jest ona
bliska symetrycznej, co wskazuje na prawidtowe przygotowanie modelu Markova. Na ry-
sunku 9.23 znajduja si¢ wielkosci populacji struktur w poszczegdlnych temperaturach
w grupach wykorzystanych do stworzenia Modelu Markova. Na rysunku 9.24 znajduja

siec modele struktury natywnej oraz centréw najwickszych uzyskanych grup. Tabela
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9.25 przedstawia liczbe replik ktore osiggnety poszczegolne stany modelu Markova jako

pierwsze w czasie tej symulacji.

Z\Do | N VII VIII II1 Vv I VI IT IX v
N| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VII | 0 1987 0 0 19 0 32 0 0 0
VIII | 0 0 1309 0 0 0 0 0 4 0
II1 | 0 0 0 1039 0 0 0 0 0 13
Vio 17 0 0 1906 0 5 0 0 0
1|0 0 0 0 0 345 0 1 0 0

VI| 0 30 0 0 2 0 1717 0 0 12
II1| 0 0 0 0 0 1 0 439 0 0
IX | 0 0 8 0 0 0 0 0 1068 0
IV | 0 0 0 12 0 0 11 1 0 1316

Sam graf przejscia nie jest spojny, co dyskwalifikuje uzyskany model. Mozna na pod-
stawie jego najwiekszego fragmentu probowaé wycigga¢ wnioski na temat poczatku
procesu zwijania, ale jest to ryzykowne. Grupa zawierajgca strukture natywna jest
pusta, tak jak oczekujemy na podstawie analizy RMSD opisanej powyzej. Jest to naj-
wieksza analizowana struktura i najprawdopodobniej czas symulacji byt zbyt krotki,
zeby uktad osiggnat stan rownowagi i zaszto catkowite zwiniecie w strukture bliska
natywnej. Przeprowadzenie analizy przejs¢ we wszystkich temperaturach nie zmienito

tego obrazu. Graf wciaz byt niespdjny.

Stan N I II III IV V VI VII VII IX

Liczbareplik 0 0 O O 0 0 O 0 5 99

Rysunek 9.25. Tabela przedstawiajaca pierwsze osiagniete przez poszczegdlne repliki stany
wchodzgce w sktad modelu Markova pochodzace z symulacji struktury o ID 2MQ8 przepro-

wadzonej w pakiecie AMBER.
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Rysunek 9.22. Graf wynikowy dla biatka o ID 2MQ8 symulowanego w programie AMBER

dla przejé¢ w temperaturze 310K. Obok kazdego numeru struktury w indeksie gornym znaj-

duje sie jej RMSD wzgledem struktury natywnej, a w indeksie dolnym jej wspdtczynnik

zyroskopowy. Stany osiagane przez repliki jako pierwsze sa poprzedzone litera S w indeksie

dolnym, a liczba tych replik znajduje sie w tabeli 9.25. Powiekszone modele struktur znajduja
sie na rysunku 9.24.
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Rysunek 9.23. Wykresy kotowe populacji najwiekszych grup w poszczegdlnych temperaturach

dla symulacji struktury o ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie AMBER. W lewym dolnym

rogu kazdego wykresu znajduje sie model struktury ktorej dany wykres dotyczy. Grupa struk-

tury natywnej jest pusta, stad brak dla niej wykresu. Powiekszone modele struktur znajduja
sie na rysunku 9.24.
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Rysunek 9.24. Modele struktury natywnej oraz struktur centralnych najwigkszych grup
dla symulacji struktury o ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie AMBER. Pochodza one
z grafu na rysunku 9.22.
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10. Analiza wydajnosci programu pdbclust

Analize wydajnosci programu pdbclust przeprowadzitem na komputerze dysponu-
jacym procesorem AMD Ryzen Threadripper 1950X. Posiada on 16 fizycznych rdzeni,
ktére dzieki technologii SMT (Simultaneous Multithreading) traktowane sa jako 32
rdzenie przez system operacyjny. Technologia ta pozwala uzyska¢ nieco wicksza wy-
dajnos¢ przy tej samej liczbie rdzeni[106]. Kazdy pomiar wykonatem trzykrotnie i ob-
liczytem z nich $rednig.

Na rysunku 10.1 znajduja sie wykresy zaleznosci czasu wykonywania catego pro-
gramu (po lewej) i samej analizy skupien (po prawej) od liczby struktur dla réznej
liczby uzytych w obliczeniach rdzeni. Analize tg przeprowadzitem przy uzyciu 50, 100,
200, 300, 400, 500, 600 tysiecy struktur oraz 1, 2, 8 i 32 watkow obliczeniowych. Uzyte
dane wejéciowe pochodzity z opisywanej w niniejszej pracy symulacji struktury o kodzie
ID 2MQ8 w programie UNRES. Na wykresach nie umiescitem czasu przygotowania
modelu Markova, gdyz proces ten jest bardzo szybki i dla opisanych przypadkow zaj-
mowal co najwyzej sekunde. W przebiegu programu prawie calty czas nie przeznaczony
na analize skupien zajmowato wezytywanie danych. Na wykresach tych widaé, ze zto-
zono$¢ obliczeniowa algorytmu grupowania znajduje sie pomiedzy O(n) a O(n?). Jest
to zgodne z naszymi oczekiwaniami. W zastosowanym w programie algorytmie nie
obliczamy RMSD wszystkich mozliwych par struktur, a tylko te, ktére moga nalezec¢
do badanej grupy. Wartosci graniczne pokazuja dwa zdegenerowane przypadki. O(n)
oznacza ze wszystkie struktury znalazly si¢ w jednej grupie, a O(n?) ze kazda struktura
znalazta sie w osobnej grupie.

Efektywnos¢ zrownoleglenia £, jest procentowa miarg oznaczajaca zysk na czasie
wynikajacy z przeprowadzenia obliczen réwnolegle zamiast sekwencyjnie. 100% ozna-

cza perfekcyjne zrownoleglenie, w ktorym podwojenie ilosci uzytych rdzeni zmniejsza
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Wykres zalezno$ci catkowitego czasu wykonywania programu od liczby struktur Wykres zalezno$ci czasu wykonywania analizy skupien od liczby struktur
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Rysunek 10.1. Wykresy zaleznosci czasu wykonywania calego programu (po lewej) i samej
analizy skupien (po prawej) od liczby struktur dla r6znej liczby uzytych rdzeni.

o potowe czas potrzebny na obliczenia. Warto$ci mniejsze niz 100% oznaczaja mniejszg

wydajnos$¢. Oblicza sie¢ ja ze wzoru:

Ep:S](?p) S(p) =

Gdzie

E, - efektywnos¢ zrownoleglenia na p rdzeniach

S(p) - przyspieszenie obliczen

p - liczba procesoréw uzytych do obliczen

T, - czas potrzebny na wykonanie obliczen sekwencyjnie

T,(p) - czas potrzebny na wykonanie obliczen réwnolegle na p rdzeniach[107]

W programie pdbclust dla analizy skupien srednia efektywnosc¢ zrownoleglenia z uzy-
tych punktéw danych wynosi 86% dla p = 21 63% dla p = 8. Dla 32 watkéw wartos$é ta
wynosi 67% jesli przyjmiemy p = 16 1 33% jesli przyjmiemy p = 32. Otrzymane wartosci
sg zgodne z oczekiwaniami. Mimo, ze dzielimy struktury pomiedzy watki po rowno nie
gwarantujemy w ten sposob, ze kazdy z nich bedzie musial wykonaé tyle samo obliczen
RMSD, gdyz cze$¢ struktur moze juz znajdowadé sie w innych grupach i mie¢ na tyle
maty RMSD wzgledem ich centréw, ze jego obliczanie bedzie pomijane. W zwiazku
z tym niektore watki skoncza swoja prace szybciej i beda musiaty czeka¢ na pozo-
stale. dla pelnego czasu wykonywania programu efektywnosé¢ zréwnoleglania wynosi

63% dla p = 2, 20% dla p = 8, 11% dla p = 16 i 6% dla p = 32. Tak duze zmniejsze-
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Wykres zaleznosci czasu analizy skupieh od promienia grupy
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Rysunek 10.2. Wykres zaleznosci czasu wykonywania analizy skupiefi od promienia grupy.

nie efektywnosci zréwnoleglania wynika ze wspomnianego duzego czasu potrzebnego
na wezytanie danych, ktory jest niezalezny od liczba wykorzystanych procesorow.

Na rysunku 10.2 znajduje sie¢ wykres zaleznosci czasu wykonywania analizy skupien
od promienia grupy. Analize ta przeprowadzitem uzywajac 600 tys. struktur i 4 watkéw
obliczeniowych. Uzyte dane wejSciowe pochodzilty ponownie z opisywanej w niniejszej
pracy symulacji struktury o kodzie ID 2MQ8 w programie UNRES. Wida¢ na nim ten-
dencje wzrostowa czasu potrzebnego na wykonanie analizy skupien wraz ze spadkiem
uzytego promienia grupy, co wskazuje na wzrastajaca liczbe obliczanych RMSD wraz
ze spadkiem promienia grupy. Zjawisko to jest zgodne z oczekiwaniami, gdyz w przy-
padku wiekszych promieni wiecej struktur moze mie¢ na tyle malty RMSD wzgledem
centrum grupy, ze jego obliczanie bedzie pomijane dla innych kandydatéow na centra
grup.

Na rysunku 10.3 znajduje si¢ wykres zaleznosci czasu wykonywania analizy skupien
od liczby atomoéw uzytych do obliczania RMSD. Analize te przeprowadzilem uzywajac
600 tys. struktur, promienia grupy réwnego 8A i 4 watkéw obliczeniowych. Uzyte dane
wejsciowe pochodzily ponownie z opisywanej w niniejszej pracy symulacji struktury
o kodzie ID 2MQ8 w programie UNRES. Wida¢ na nim tendencje wzrostowa, szyb-
sza niz liniowa, czasu potrzebnego na wykonanie analizy skupien wraz ze wzrostem

liczby atomow uzytych do obliczania RMSD. Zjawisko to jest zgodne z oczekiwaniami.
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Wykres zaleznosci czasu analizy skupieni od liczby atomow
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Rysunek 10.3. Wykres zaleznosci czasu wykonywania analizy skupien od liczby atomdw uzy-
tych do obliczania RMSD.

Wigksza liczba atoméw sprawia, ze obliczanie kazdego RMSD pary struktur staje sie
dtuzsze. Dodatkowo mniejsze (pod wzgledem liczby atoméw) struktury sa do siebie
bardziej podobne i moga czesciej znajdowaé sie blizej centréw grup, co zmniejsza liczbe

obliczanych RMSD.
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Uzyskane wyniki w symulacjach ktére doprowadzity do struktur podobnych na-
tywnym potwierdzaja przyjeta hipoteze badawcza. W kazdym z nich uzyskany graf
przejscia nie jest liniowy, ale tworzy skomplikowang sie¢ ztozona z réznych struktur.
Na ich podstawie mozliwe jest niekiedy podanie pojedynczej, bardzo ogdlnej Sciezki
zwijania, jak w przypadku struktury o kodzie ID w polu sit UNRES. Jednoczes$nie
wida¢ w nich, ze stadiéw posrednich procesu zwijania biatek jest wiele i nie istnieje
jedna, $cisle okreslona Sciezka prowadzaca do struktury natywnej.

Zaproponowana przeze mnie metoda analizy skupien rézni si¢ od standardowych,
opisanych w rozdziale 3.3. Celem opisanych w mojej pracy badan bylto dostosowanie jej
do charakterystyki analizowanych danych, w tym przypadku struktur bialek i innych
biomolekut. Z tego powodu w analizie skupien przyjatem jako centra grup struktury
o najnizszych energiach oraz strukture natywna. Struktura natywna reprezentuje ocze-
kiwana, stabilng konformacje uktadu. Struktury o najnizszych energiach znajduja sie
w poblizu miniméw energetycznych i przedstawiajg posrednie, czesciowo stabilne stadia
faldowania struktury biomolekuty. Taki sposéb wyboru centréow grupy sprawia, ze zo-
staja nimi struktury istotne z biochemicznego punktu widzenia. W przeciwienstwie
do niej w standardowej implementacji algorytmu najblizszego sasiada jedynym kryte-
rium wyboru centrum grupy jest liczba sagsiadéw. Nie ma gwarancji, ze wybrana w ten
sposob struktura bedzie miata istotne znaczenie biologiczne. W algorytmie k-srednich
centrum grupy zostaje struktura bedaca srednig ze wszystkich struktur grupy. Taka
struktura moze nawet nie mie¢ sensu fizycznego ze wzgledu na, m.in. zawady ste-
ryczne[57].

Obliczanie RMSD jest bardzo popularnym sposobem poréwnywania struktur mo-
lekularnych, mi¢dzy innymi ze wzgledu na swoja prostote i intuicyjnos¢ koncepcji.
Metoda ta nie jest jednak doskonata, gdyz sprowadza porownywane struktury jedynie
do zbioru punktow, tracac informacje o fizycznych oddziatywaniach i wigzaniach obec-
nych w czasteczce. Sprawia to, ze istniejg sytuacje w ktorych para struktur o niskim
RMSD znaczaco rézni sie od siebie z biologicznego punktu widzenia. Najprostszym
przyktadem mogtaby by¢ para struktur ztozonych z dwéch skrzyzowanych helis o po-

taczonych petla, z ktorych jedna jest "na wierzchu” w pierwszej strukturze, a druga
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w drugiej. Taka para struktur bedzie miata bardzo niski RMSD mimo, ze przejscie jed-
nej struktury w druga bedzie wymagato znaczacych zmian konformacyjnych, poniewaz
fragmenty czasteczki nie moga przeniknaé przez siebie. Mimo tych probleméow metryka
ta jest uwazana za rozsadny sposob poréwnywania struktur molekularnych, zwtaszcza
miedzy strukturami o niskim RMSD wzgledem siebie[57].

Przyjecie definicji grupy jako okreslonej maksymalnej wartosci RMSD pomiedzy
struktura centralng a jej cztonkami jest jedna z prostszych mozliwych definicji. Jej
wada jest koniecznos¢ ustalenia wtasciwego promienia grupy, co niestety nalezy zrobic¢
metoda préb i btedéw dla kazdej badanej struktury. Przyjecie zbyt matej wartosci
spowoduje powstanie duzej liczby matych grup, a powstaty na ich podstawie model
Markova bedzie miat albo zbyt mato przejs¢ albo zbyt duzo stanéw, aby by¢ uzyteczny
w analizie jako$ciowej. Zbyt duza warto$¢ promienia spowoduje tworzenie grup w kto-
rych znajda si¢ konformacje niepowiazane bezposrednio ze soba. Alternatywa dla tej
metody mogtyby by¢ inne algorytmy, na przyktad K-medoidéw, ktére jednak wpro-
wadzityby charakterystyczne dla siebie problemy, na przyktad konieczno$é¢ ustalenia
liczby grup przed przeprowadzeniem analizy skupiefi[54, 57].

Kolejnym problemem przy tej metodzie jest zalozenie, ze wszystkie struktury o okre-
slonym RMSD wzgledem struktury centralnej sa z nia blisko powiazane w rzeczywi-
stosci. Jak wspomniatem wyzej moga istnie¢ sytuacje, w ktérych dwie struktury o ni-
skim RMSD wzgledem siebie maja konformacje znaczaco sie rézniace pod wzgledem
biochemicznym. Alternatywa mogtoby by¢ obliczanie RMSD z wykorzystaniem katéw
torsyjnych, co moze pozwoli¢ uzyskaé¢ lepszy podziat[108]. Podobnie przyjecie tego sa-
mego promienia dla wszystkich grup jest duzym uproszczeniem wobec skomplikowanej
struktury krajobrazu energetycznego czasteczki[57]. Problemu tego nie da si¢ rozwiazaé
w jednoznaczny sposob, gdyz petna analiza krajobrazu energetycznego czasteczek skta-
dajacych si¢ z wiecej niz kilku atomow jest obecnie niemozliwa i kazdy zaprojektowany
podziat bedzie uproszczeniem.

W wielu publikacjach opisany jest dwustopniowy podziat na grupy. Najpierw two-
rzone jest wiele (tysiace) mikrostanéw ktore nastepnie sa grupowane przy pomocy

analizy przejs¢ pomiedzy nimi do mniejszej liczby makrostanow, zazwyczaj kilkunastu
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dla modeli majacych przedstawia¢ uktad jakosciowo. Metoda ta rozwigzuje czeSciowo
opisane w poprzednim akapicie problemy, ale koniecznos¢ przypisania wszystkich struk-
tur do niewielkiej liczby makrostanéw moze spowodowaé powstanie obszernych stanow,
w ktorych znajduje sie wiele stabo zwigzanych ze soba konformacji[54, 57]. Uzycie
przeze mnie tylko czesci struktur, zawierajacych si¢ w najwiekszych grupach i w grupie
tworzonej przez strukture natywna, pozwala pozby¢ sie tego problemu. Przy zatozeniu,
ze uzyte grupy zawieraja znaczacg wickszo$¢ struktur wykorzystanych w obliczeniach
ryzyko pominiecia istotnych grup i przejs$¢ jest niewielkie. Czasem stosowana jest row-
niez modyfikacja dwustopniowego podziatu na grupy, w ktorej tworzy sie wigksza liczbe
makrostanéw, ale prezentuje sic model Markova utworzony tylko z najistotniejszych
przej$¢ pomiedzy struktura rozwinieta a natywna[58].

W zaproponowanej przeze mnie metodzie po przeprowadzeniu analizy skupien na-
lezy wskazac¢ liczbe grup, ktére zostana wykorzystane jako stany w konstruowaniu
modelu Markova. Z moich obserwacji wynika, ze 10 jest w wielu przypadkach rozsadna
wartoscig. Posiadajac gotowy podzial na grupy tworzenie kolejnych modeli Markova
przy uzyciu réznych parametréw nie wymaga duzej ilosci obliczen w zwiazku z czym
jest bardzo szybkie i mozna niewielkim naktadem mocy obliczeniowej uzyska¢ wiele
modeli.

Skupitem sie¢ w niniejszej pracy na analizie symulacji typu REMD ktérych cha-
rakterystyczng cechg jest uzycie kilku réznych temperatur. Aby zwiekszy¢ mozliwosci
analizy uzyskanych danych dla kazdej uzyskanej grupy pokazatem rozktad temperatur,
w ktorych wystepuja nalezace do niej struktury. Pozwala to na formutowanie dodatko-
wych hipotez na temat ich stabilnosci i roli w symulowanych procesach.

Zdecydowatem si¢ na zdefiniowanie w obliczeniach struktury natywnej, ktéra bedzie
traktowana w specjalny sposob. Zawsze bedzie tworzyta grupe i znajdzie sie wsroéd grup
wykorzystanych do budowy tancucha Markova. Struktura ta nie musi by¢ wprost struk-
turg natywna badanej molekuty, ale moze by¢ dowolng konformacjg ktérg uwazamy
za interesujaca i chcemy zbadac jej obecno$é, zachowanie i mozliwa Sciezke zwijania
w symulacji. To specjalne traktowanie pozwala tez na badanie i formutowanie hipotez

o uzytym polu sit pod wzgledem jego zdolnosci zwiniecia znanej struktury.
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Istotnym zagadnieniem jest czas opdznienia (ang. lag time) uzyty w budowie mo-
delu Markova, czyli odstep pomiedzy parami struktur uzywanymi do zliczania przejs¢
pomiedzy stanami. Najczesciej stosowany jest staly czas pomiedzy 1ns a 100ns. Jako
alternatywe dla tej metody zaproponowatem czas krotszy i zmienny w okreslonych
granicach. Zliczane sg tylko przej$cia pomiedzy grupami uzytymi do budowy tancucha
Markova co umozliwia nam zwiekszenie liczby tych przej$é¢ poprzez ignorowanie mniej
istotnych, mato spopulowanych grup ktére mogty znajdowac sie w przejsciach pomiedzy
nimi.

W toku dalszych badan zwiazanych z zaproponowanymi przeze mnie rozwigzaniami
mozna rozwazy¢ przeprowadzenie kolejnej symulacji dynamiki molekularnej uzywajac
centrow najwiekszych grup jako struktur startowych, co powinno doprowadzi¢ do po-
lepszenia jakosci uzyskanego modelu Markova. Innym, potencjalnie interesujacym, kie-
runkiem jest zmiana sposobu liczenia czasu opdznienia na blizszy standardowemu, przez
szukanie przej$¢ nie wprost w kolejnych kilku strukturach, ale po okreslonym odstepie.

Analiza skupien moglaby zostaé¢ ulepszona przez dodanie stosowanych niekiedy
"stref niczyich” znajdujacych sie blisko granic grup. Przejécia do i z nich nie sa zliczane
w trakcie tworzenia modelu Markova. Pozwolitoby to na zredukowanie probleméw po-
wodowanych przez skomplikowang strukture krajobrazu energetycznego czasteczki oraz
na wyeliminowanie szybkich, ptytkich i powtarzalnych przej$¢ przez granice pomiedzy
grupami, co mogtoby zwiekszy¢ jako$é uzyskanego modelu Markova[57].

Istotna rzecza, w zwiazku z wzrastajaca iloscig danych uzyskiwanych z symulacji,
jest wydajno$¢ zaproponowanej metody. Wyniki zaprezentowane w rozdziale 10 poka-
zuja, ze przy pomocy mojej metody mozliwa jest analiza setek tysiecy i wiecej struktur
w czasie rzedu godzin, co jest dobrym wynikiem.

Wyniki uzyskane z obydwu symulacji biatka o kodzie ID 2MQS8 sugeruja, ze czas
symulacji mogt by¢ za krotki, zeby wieksza liczba replik osiggneta konformacje bliskie
natywnej. Biatko to bylo najwigksza symulowang struktura. By¢ moze kilkukrotne
zwiekszenie dtugosci symulacji pozwolitoby uzyskac lepsze wyniki.

W wyniku niektorych analiz (1L2Y w obu programach) powstaty pojedyncze stany

w ktorych znajduje sie wyraznie najwiekszy procent struktur uzytych w grupowaniu.
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Kolejnym krokiem badan tego uktadu mogloby by¢ rozbicie takiego stanu na mniej-
sze, na przyktad poprzez wyizolowanie nalezacych do niego struktur i przeprowadzenie
na nich analizy skupien przy uzyciu mniejszego promienia grupy.

Przeprowadzone analizy sktaniajg mnie ku stwierdzeniu, ze pomyslnie zweryfikowa-
tem postawionag hipoteze badawcza. Z szesciu przebadanych symulacji pie¢ potwierdza
zalozong hipoteze, a symulacja ktéra jej nie wspiera (opisalem ja w rozdziale 9.3.3)

najprawdopodobniej byta zbyt krotka.
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11. pdbclust manual

11.1. Introduction

pdbclust is a computer program designed to perform energy-based clustering of bio-
molecular structures and transition path analysis of biomolecular simulations. It works
on individual structures which form chronological trajectories. After the clustering pro-
cedure the Markov chain model is used to analyze transitions between those clusters.
In the end a transition matrix of clusters and a simple graphic representation of it are
produced. The program accepts input of many trajectories at one time, obtained, for
example, from the Replica Exchange Molecular Dynamics simulation, but it can also
analyze single trajectories.

This program does not create Markov model from which kinetic data can be esta-
blished, but rather simple, coarse-grained representation of transitions in a system and

their relation with native structure.

11.2. Description

In pdbclust the clustering is performed by a simple nearest neighbor algorithm. It
is based on RMSD calculation between structures and user can define which atom
types should be taken into consideration in those calculations. In its default mode
the program uses structures with lowest energies as centers (the so-called kernels)
of clusters. Each structure can belong to one cluster only. If information about energy
is unavaliable the random clustering may be performed. If structures in trajectory
vary by their temperature it is possible to either use all of them or only ones with
one selected temperature for clustering. After each structure is assigned to a cluster

a user-defined number of largest clusters is used for further calculations.
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Markov chain model of transitions between those clusters is created based on tra-
jectory data. Structures are analyzed chronologically. Transition between clusters is
recorded when a structure belonging to one cluster transitions into another one within
user-defined number of steps (one structure in trajectory is one step). It is possible
to create the Markov model only from structures with given temperature or all of them.

Next a transition matrix is prepared based on this Markov model and in the end
a graphviz input script is created which can be later customized by user and used to
create a simple graphic representation of a graph depicting the largest clusters and
transitions between them.

It is possible to define and load a native structure. It will always get the chance to
create cluster first and it will be used in Markov Model creation.

This program uses the fitsq subroutine written by Dr. Kenneth D. Gibson, Cornell

University, taken from UNRES software package.

11.3. Installation

pdbclust is being distributed in the form of a source code package. It was written
and compiled under Linuz operating system and requires OpenMP library (for example
GCC OpenMP support library). The Makefile is provided. To compile program extract
its archive and use the terminal to input make command. The executable file, called
pdbclust is created inside the bin folder.

A short, simple test packet is provided. To run it enter the command pdbclusttester

from the bin folder (after successful compilation of a program).

11.4. Usage

pdbclust should be run from terminal and requires one argument - a name of the in-
put script file. A second argument can be provided which represents a name of a file
where the program log will be written. If second argument is not provided default value

of log.txt is used. For example:
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pdbclust InputScript.txt my_log.txt

11.5. The input and output file formats

pdbclust makes use of several different file types, both as its inputs and outputs.
Generally they belong to two categories. Output files from MD simulations:
— UNRES output files
— multiPDB files
— native structure PDB files
— AMBER output files

— custom data files

And files generated by pdbclust itself:

— kernels information files
— structure information files
— transition matrix files

— graphviz script files

— log files

They are all described in detail below.

11.5.1. The accepted output files from MD simulations

UNRES output files - UNRES output is written as the PDB formatted files con-
taining many structures each and the special REMARK record which contains
energy and temperature information for every structure. The individual structures

are separated with ENDMDL record line.

PDB files - A lot of simulation software writes its structure output in its own file
formats (e.g. AMBER mdcrd trajectory file) which can be later converted to a more

standard form (PDB files). pdbclust can read structures from those standard PDB

156



files. The coordinates are read from ATOM records and individual structures are

separated with ENDMDL record lines.

native structure PDB file - The native structure has to be provided as a plain PDB
file containing a single model of a structure with no alternative atom locations.
It can be ommited if it is not avaliable or user does not want to use it. It is
recommended to use minimized or even minimized and heated structure, because
model obtained directly from e.g. crystallography may be significantly different from
structures in simulation trajectory and fail to create a native structure cluster of

any noticeable size.

AMBER output files - AMBER is one of the most widely used computer simulation
program. To help with analysis of its data pdbclust can read energy and temperature
of structures directly from AMBER mdout files. The program expects that each
record in mdout file has a corresponding structure in trajectory file and that overall
numbers of records are identical. Both kinds of files are read sequentially and it is

up to a user to make sure they correspond to each other.

custom data files - Like with structure files a lot of simulation software writes its
energy and temperature output in its own file formats. pdbclust also offers possibility
to read such data. It needs to be converted to a simple format which contains energy
(as a floating point number) and temperature (as integer, if avaliable) data of each

structure in a single line. The format of those files is as follows:

E: {value of energy} T: {value of temperature}

If temperature information is unavaliable it can be ommited as follows:
E: {value of energy}

For example:

E: 1.25 T: 300
E: 5.65 T: 270
E: 3.845 T: 270
E: —10.235 T: 270
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11.5.2. Files produced by pdbclust

kernels information file - Contains information about clusters created by a program
after performing clustering. It contains all clusters equal or larger than the value
of clustersizefilter parameter. Clusters are written in descending order by their
populations. If two (or more) have identical populations then ones with lower energy
kernel structure are written first. For each cluster the following data is given:
— kernel structure 1D,
— number of structures in cluster,
— energy of kernel structure,
— temperature of kernel structure,
— name of file containing kernel structure and its number in it,
— how many structures in each temperature belongs to this cluster (temperature

populations),

— types and coordinates of atoms used during clustering.

structure information file - Contains information about every structure read by
program after performing clustering: ID of the structure and an ID of a cluster it
belongs to (ID of a cluster is equal to an ID of its kernel), the trajectory number,
RMS value relative to a center of cluster, energy and temperature (if avaliable).
One line for each structure. Structures are written in an order they were read from

trajectory files.

transition matrix file - Contains transition matrix generated from Markov chain in
the form of a table. The maximum size (number of clusters used to create it) of this
matrix is defined by the markovnumberofclusters option. Less clusters will be
taken if there are not enough clusters that satisfy value of clustersizefilter option.
The first column contains IDs of clusters we are transitioning from, while first row
contains IDs of clusters we are transitioning to. Both are written in descending
order by their populations. The rest are number of transitions between those kernels
in given direction. For example value in third column and second row represents

the number of transitions from the first most populous cluster to the second most
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populous cluster. Note that this is a modification of standard transition matrix:

values in it represent number of transitions instead of probabilities.

graphviz script file - Contains input script for Graphviz, which allows user to quickly
create a simple graphical representation of the results of the program. The size of
nodes in dependent on cluster population while thickness of edges is dependent
on number of transitions between clusters in a given direction. There are some

customization options avaliable (see below).

log file - Contains program log, it includes the more detailed information than what

is being written to console window (stdout).

11.6. Input script

11.6.1. Line format

Input script is a text file. Each line of input script can contain either single com-
mand, comment, or be empty. Most command consist of command name, followed by

equals sign (’="), followed by parameter(s). For example:

inputmode = unres
or
clustersizefilter = 10
Note space characters surrounding '=". The empty lines and lines starting with

'#’ character are treated as comments and ignored. The order of commands is not
relevant except when defining trajectories (see below) and data files. In the list below
commands are bolded while value type or list of supported values is in italics inside

the parentheses.

11.6.2. The main commands

command [fullrun, cluster, markov, visualize] default: none

Defines what will be done during a given program run. Each run creates a log
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file. The required input and created output files are listed in descriptions of each

command.

fullrun means that the full program run, from clustering, through Markov model
creation to writing a visualization script will be executed. This command re-
quires a trajectory, data (unless using UNRES trajectory), and native structure
(if present) files as inputs and it outputs the kernels information, structure
information, transition matrix and graphviz script files.

cluster means that only the clustering will be performed. This command requ-
ires a trajectory, data (unless using UNRES trajectory) and native structure
(if present) files as inputs and it outputs the kernels information and structure
information files.

markov means that only creation of Markov model will be performed. This com-
mand requires a kernels information and structure information files as inputs
and it outputs the transition matriz file.

visualize means that only creation of Graphviz script will be performed. This
command requires a kernels information and transition matriz files as inputs

and it outputs the graphviz script file.

inputmode [amber, unres, custom| default: custom
Defines format of the input. Files coming from the UNRES run can be read directly.
Files from AMBER run can be used after converting them into the multiPDB file
format and making sure the data in AMBER out files is appropriate as described
above and temperaturelist is set correctly. The files from other programs should
be converted into the multiPDB formatted files while the energy and temperature

information should be provided in a custom data file (described above).

runmode [sequential, parallel] default: sequential

Defines whether program will be run sequentially or in parallel.

threadnumber [positive integer| default: 0
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Defines how many threads should parallel portions of the program use. Default

value, ’0" lets OpenMP library decide.

11.6.3. File names and options

datafile [text] default: none
Defines the name of a file containing temperature and energy data (either AMBER
output files or custom information files). It can appear multiple times but needs
to be in correct order sequentially, so that each structure in trajectories will get

correct values. It is used only as input file for fullrun and cluster program runs.

graphvizscript [text] default: script.gv
Defines the name of a graphviz script file. It is used only as output file for fullrun

and visualize program runs.

kernelsfile [text] default: kernels.txt
Defines the name of a kernels information file. It is used as output file for fullrun

and cluster and as input for markov and visualize program runs.

nativefile [text] default: none
Defines the name of a PDB file containing the native structure. It can be ommited
if it is not avaliable or user does not want to use it. If present it will always be used
as a kernel of cluster and is guaranteed to appear in transition matrix. Used only

as input file for fullrun and cluster program run.

structureinfofile [text| default: structureinfo.txt
Defines the name of a structure information file. It is used as output file for fullrun

and cluster and as input for markov program runs.

trajfile [text] default: none
Defines the name of a file containing structures from simulations (either UNRES
output files or multi PDB files). It can appear multiple times. Each file is treated

as a separate trajectory by default. If a single molecular dynamics trajectory is

161



contained in multiple files then use the trajstart and trajend options described

below. It is used only as input files for fullrun and cluster program runs.

trajstart, trajend
Defines beginning and end of definition of molecular dynamics trajectory contained
in several files. The files between those two commands are read sequentially as
a single trajectory. Those files are defined using trajfile commands. It can appear

multiple times. It is used only for fullrun and cluster program runs.

transitionmatrixfile [text] default: transitionmatrix.txt
Defines the name of a transition matriz file. It is used as an output file for fullrun

and markov and as input for visualize program runs.

11.6.4. The clustering options

clustermode [energy, random] default: energy
Defines how clustering will be performed. If set to energy then the kernels of clusters
will be chosen based on their energy. If set to random then they will be determined
randomly. In this mode the Energy and Temperature are not read at all and the data

files for AMBER and Custom inputmode are not read.

clusterradius [positive integer| default: 4
Defines the radius of a cluster in Angstroms. Only structures with lower or equal
RMSD to a kernel of a cluster belongs to this cluster. In case two kernels are within
this radius given structure belongs to closer cluster (with the ,distance” defined by

the RMSD value).

clustersizefilter [positive integer] default: 20
Defines the smallest size of a cluster which will be considered for Markov model
and transition matrix creation. The size of a cluster is defined by the number of

structures it consists of.

clustertemperature [positive integer| default: 300

Defines a single temperature (in K) of structures which will be used for clustering.
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Other structures will be ignored and will not even be loaded by the pdbclust. See
temperaturelist option to see how to make it work with data from AMBER or

other sources, where temperature can fluctuate.

clusterusealltemperatures [true, false| default: false
If set to true the program will use structures with any temperature to perform
clustering. If set to false then the value set by clustertemperature option will be

used.

11.6.5. Markov model options

markovlookuprange [positive integer| default: 1
Defines a maximum distance: number of structures, located further in trajectory
from currently analyzed structure. The program will check that many structures to
determine whether current structure transitions into any cluster used for Markov
model building. First transition to appropriate cluster will be counted. How distance

is counted is shown on a figure below.

Distance =1

Distance =2

Distance =3

markovnumberofclusters [positive integer| default: 10
Defines maximum number of clusters which will be used for creating Markov model.
Less clusters will be taken if there are not enough clusters that satisfy the value of

clustersizefilter option.

markovtemperature [positive integer| default: 300
Defines a single temperature (in K) of structures which will be used for Markov
model creation. Other structures will be ignored. Together with clusterusealltem-

peratures option it allows user to perform clustering on all structures and then
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Markov model creation only on subset of them. Note that this does not change
clusters which will be used, just how transitions between them will be counted. See
temperaturelist option to see how to make it work with data from AMBER or

other sources, where temperature can fluctuate.

markovusealltemperatures [true, false] default: false
If set to true program will use structures with any temperature to perform Markov
model creation. If set to false then the value set by markovtemperature option

will be used.

11.6.6. Graphviz script options

graphvizignoreloops [true, false| default: false
Defines whether self-loop edges should be written to Graphviz input script. They
tend to dominate other values and ignoring them may produce visually clearer

output.

graphvizmaxcutoff [positive integer| default: 0
Defines the lowest value from transition matrix that will be written to Graphviz

input script. Lower values will be ignored and their edges will not appear.

graphvizmincutoff [positive integer| default: 0
Defines the highest value from transition matrix that will be written to Graphviz

input script. Higher values will be reduced to it.

graphvizscalevalues [true, false| default: false
Defines whether values of node box size and edge width in Graphviz script should
be scaled. The program uses inverse power scale. Quadratic for node box size and

cubic for edge width. This helps to mitigate domination of largest values.
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11.6.7. Other options

atomtypes [list of space separated identifiers| default: CA
Defines list of atom names (types) which will be read from trajectory structures by

pdbclust and used for calculating RMSD. For example:

atomtypes = CA CB N O

readtemperature [true, false| default: true
Defines whether the program should attempt to read temperatures at all. Used

when data about temperatures is unavaliable.

temperaturelist [list of space separated integers| default: none
Defines list of temperature points to use with AMBER trajectories. AMBER allows
temperatures to fluctuate in certain range. Temperature of each structure will be
changed to the closest one defined in this list for all actions performed by the
program. It will be used by custom input if defined and will be ignored in UNRES

mode. For example:

temperaturelist = 270 285 300 320 340

11.7. Example input scripts

1. Full program run using mostly default values, with native structure and 10 different

trajectories from UNRES, each in separate file:

command = fullrun
runmode = parallel
inputmode = unres

nativefile = 1DIV.pdb
trajfile = trajectory_0.pdb
trajfile = trajectory_1.pdb

trajfile = trajectory_2.pdb
trajfile = trajectory_3.pdb
trajfile = trajectory_4 .pdb
trajfile = trajectory_5.pdb

trajfile = trajectory_6.pdb
trajfile = trajectory_7.pdb
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trajfile = trajectory_8 .pdb
trajfile = trajectory_9.pdb

2. Full program run setting many parameters, without native structure and 5 different
trajectories each consisting of 1-3 files. Trajectories were obtained from AMBER
so data files are necessary. Structures from all temperatures will be used for both

clustering and Markov model creation.

command = fullrun

runmode = parallel

inputmode = amber

atomtypes = CA CB

clusterradius = 6.0
clusterusealltemperatures = true
temperaturelist = 270 300 330 360 400
graphvizscript = my_script.gv

graphvizignoreloops = true
graphvizscalevalues = true
kernelsfile = my_kernels. txt
structureinfofile = my_info.txt
threadnumber = 4

clustersizefilter = 20
markovlookuprange = 5
markovusealltemperatures = true
transitionmatrixfile = my_matrix. txt

# trajectory in a single file
trajfile = trajectory_0.pdb

# trajectory contained in 3 files
trajstart

trajfile = trajectory_1_1.pdb
trajfile = trajectory_1_2.pdb
trajfile = trajectory_1_3.pdb
trajend

# 3 trajectories , each in separate file
trajfile = trajectory_2.pdb
trajfile = trajectory_3 .pdb
trajfile = trajectory_4 .pdb

# trajectory contained in two files
trajstart

trajfile = trajectory_5_1.pdb
trajfile = trajectory_5_2.pdb
trajend

datafile = Amberdatal . mdout
datafile = Amberdata2.mdout
datafile = Amberdata3.mdout
datafile = Amberdatad.mdout
datafile = Amberdatab.mdout
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3. Clustering run setting most options, using custom energy and temperature infor-

mation from one file.

command = cluster

runmode = parallel

inputmode = custom
nativefile = 5ABC. pdb
clusterradius = 5.0
clustertemperature = true
kernelsfile = my_kernels. txt
structureinfofile = my_info.txt
trajfile = trajectory_0.pdb
trajfile = trajectory_1.pdb
trajfile = trajectory_2.pdb
trajfile = trajectory_3.pdb
trajfile = trajectory_4 .pdb

threadnumber = 2
datafile = datafile.txt
clustersizefilter = 20

4. Markov model run setting most of its options.

command = markov

runmode = sequential

kernelsfile = my_kernels. txt
structureinfofile = my_info. txt
clustersizefilter = 20
markovlookuprange = 3
markovnumberofclusters = 20
transitionmatrixfile = my_matrix. txt

5. Visualization run setting most of its options.

command = visualize

kernelsfile = my_kernels. txt
transitionmatrixfile = my_matrix. txt
graphvizignoreloops = true
graphvizscalevalues = true

graphvizmincutoff = 20
graphvizmaxcutoff = 800
graphvizscript = script.gv



12. Szczegdélowe wykresy energii, RMSD
wzgledem struktury natywnej
i wspolczynnika zyroskopowego

w przeprowadzonych symulacjach

Na zaprezentowanych w dalszej czesci tego rozdzialu wykresach pokazatem, wspo-
mniane w rozdziale 8, wykresy energii catkowitej, wspotczynnika zyroskopowego i RMSD
wzgledem struktury natywnej we wszystkich przeprowadzonych symulacjach. Umiesci-
tem je gtéwnie w celu pokazania ogodlnej poprawnosci tych symulacji i z tego powodu

nie omawiam ich szczegotowo.
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Rysunek 12.1. Wykresy zaleznosci catkowitej energii od czasu dla symulacji struktury o ko-

dzie ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production run, pominigto mi-

nimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegdlne repliki. Ich kolejne numery
znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.2. Wykresy zaleznosci catkowitej energii od czasu dla symulacji struktury o ko-
dzie ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono poszczegodlne repliki.
Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.3. Wykresy zaleznosci catkowitej energii od czasu dla symulacji struktury o ko-
dzie ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production run, pominieto mi-
nimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegdlne repliki. Ich kolejne numery
znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.4. Wykresy zaleznosci catkowitej energii od czasu dla symulacji struktury o ko-
dzie ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono poszczegdlne repliki.
Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.5. Wykresy zaleznosci catkowitej energii od czasu dla symulacji struktury o ko-

dzie ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production run, pominigto mi-

nimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegdlne repliki. Ich kolejne numery
znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.6. Wykresy zaleznodci catkowitej energii od czasu dla symulacji struktury o ko-
dzie ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono poszczegdlne repliki.
Ich kolejne numery znajduja sie¢ w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.7. Wykresy zaleznosci wspolczynnika zyroskopowego od czasu dla symulacji

struktury o kodzie ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production run,

pominieto minimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegdlne repliki. Ich ko-
lejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.8. Wykresy zaleznosci wspoélczynnika zyroskopowego od czasu dla symulacji

struktury o kodzie ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono po-

szczeg6lne repliki. Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1
to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.9. Wykresy zaleznosci wspotczynnika zyroskopowego od czasu dla symulacji

struktury o kodzie ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production run,

pominieto minimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegdlne repliki. Ich ko-
lejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.10. Wykresy zaleznosci wspoélczynnika zyroskopowego od czasu dla symulacji

struktury o kodzie ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono po-

szczeg6lne repliki. Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1
to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.11. Wykresy zaleznosci wspélczynnika zyroskopowego od czasu dla symulacji

struktury o kodzie ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production run, po-

minieto minimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegélne repliki. Ich kolejne
numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.12. Wykresy zaleznosci wspoélczynnika zyroskopowego od czasu dla symulacji
struktury o kodzie ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono po-
szczegblne repliki. Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1

to Replika
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Rysunek 12.13. Wykresy zaleznosci RMSD wzgledem struktury natywnej od czasu od czasu
dla symulacji struktury o kodzie ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko pro-
duction run, pominigto minimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegélne
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Rysunek 12.14. Wykresy zalezno$ci RMSD wzgledem struktury natywnej od czasu dla symu-
lacji struktury o kodzie ID 1BDD przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono
poszczegdlne repliki. Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1
to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.15. Wykresy zaleznosci RMSD wzgledem struktury natywnej od czasu dla sy-

mulacji struktury o kodzie ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production

run, pominieto minimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegélne repliki. Ich
kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.16. Wykresy zaleznosci RMSD wzgledem struktury natywnej od czasu dla symu-

lacji struktury o kodzie ID 1L2Y przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono

poszczegdlne repliki. Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1
to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.17. Wykresy zaleznosci RMSD wzgledem struktury natywnej od czasu dla sy-

mulacji struktury o kodzie ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie AMBER (tylko production

run, pominieto minimalizacje i podgrzewanie). Kolorami oznaczono poszczegélne repliki. Ich
kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1 to Replika 1 itd.)
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Rysunek 12.18. Wykresy zalezno$ci RMSD wzgledem struktury natywnej od czasu dla symu-
lacji struktury o kodzie ID 2MQ8 przeprowadzonej w pakiecie UNRES. Kolorami oznaczono
poszczegdlne repliki. Ich kolejne numery znajduja sie w legendzie nad kazdym wykresem (R. 1

to Replika

186

1itd.)



Bibliografia

[1] Stryer L., Berg J.M. i Tymoczko J.L. Biochemia. Warszawa: Wydawnictwo Na-
ukowe PWN, 2009.

[2] Murray R.K., Granner D.K. i Rodwell V.W. Biochemia Harpera. Warszawa:
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, 2008.

[3] McMurry J. Organic Chemistry. Pacific Grove: Brooks/Cole, 2000.

[4] Rother M. i Krzycki J.A.  Selenocysteine, Pyrrolysine, and the Unique Energy
Metabolism of Methanogenic Archaea”. W: Archaea 2010 (2010 2010).

[5] Knorre D.G., Kudryashova N.V. i Godovikova T.S. ,Chemical and Functional
Aspects of Posttranslational Modification of Proteins.” W: Acta Naturae 1 (3
2009), s. 29-51.

[6] www.umass.edu/microbio/rasmol/seleccmd.htm. dostep 09.07.18.

[7] Ramachandran G.N., Ramakrishnan C. i Sasisekharan V. ,Stereochemistry of po-
lypeptide chain configurations”. W: Journal of Molecular Biology 7 (1 1963),
s. 95-99.

[8] Fidler A.L., Vanacore R.M., Chetyrkin S.V. iin. ,A unique covalent bond in ba-
sement membrane is a primordial innovation for tissue evolution”. W: Proce-
edings of the National Academy of Sciences of the USA 111 (1 2014), s. 331-336.

[9] Chou K.C. ,Prediction of tight turns and their types in proteins”. W: Analytical
Biochemistry 286 (1 2000), s. 1-16.

[10] Toniolo C. i Benedetti E. , The polypeptide 310-helix”. W: Trends in Bioche-
mical Sciences 16 (9 1991), s. 350-353.

[11] Fodje M.N. i Al-Karadaghi S. ,Occurrence, conformational features and amino
acid propensities for the pi-helix”. W: Protein Engineering 15 (5 2002), s. 353—
358.

187



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

Adzhubei A.A., Sternberg M.J. i Makarov A.A. ,Polyproline-II helix in proteins:
structure and function”. W: Journal of Molecular Biology 425 (12 2013), s. 2100~
2132.

Branden C. i Tooze J. Introduction to Protein Structure. Nowy Jork: Garland
Publishing, 1999.

Anfinsen C.B. ,Principles that govern the folding of protein chains.” W: Science
181 (4096 1973), s. 223-230.

Zwanzig R. ,Two-state models of protein folding kinetics”. W: Proceedings
of the National Academy of Sciences of the USA 94 (1 1997), s. 148-150.
Baryshnikova E.N., Melnik B.S., Finkelstein A.V. i in. ,Three-state protein
folding: Experimental determination of free-energy profile”. W: Protein Science
14 (10 2005), s. 2658-2667.

Khorasanizadeh S., Peters I.D. i Roder H. ,Evidence for a three-state model
of protein folding from kinetic analysis of ubiquitin variants with altered core
residues”. W: Nature Structural € Molecular Biology 3 (2 1996), s. 193-205.
Berman H.M., Westbrook J., Feng Z. i in. ,,The Protein Data Bank.” W: Nucleic
Acids Research 28 (1 2000), s. 235-242.

Kendrew J.C., Bodo G., Dintzis H.M. iin. , A three-dimensional model of the my-
oglobin molecule obtained by x-ray analysis.” W: Nature 181 (4610 1958), s. 662—
666.

McPherson A. i Gavira J.A. |Introduction to protein crystallization.” W: Acta
Crystallographica Section F' 70 (2014), s. 2-20.

Wlodawer A., Minor W., Dauter Z. i in. ,Protein crystallography for non-cry-
stallographers, or how to get the best (but not more) from published macromo-
lecular structures.” W: The FEBS Journal 275 (1 2008), s. 1-21.

Cavanagh J., Fairbrother W.J., Palmer A.G. i in. Protein NMR Spectroscopy:
Principles and Practice. Londyn: Elsevier Academic Press, 2007.

Braun W., Bosch C., Brown L.R. i in. ,,Combined use of proton-proton overhau-

ser enhancements and a distance geometry algorithm for determination of poly-

188



[24]
[25]

[26]

[27]

28]

[29]

[33]

[34]
[35]

peptide conformations. Application to micelle-bound glucagon.” W: Biochimica
et Biophysica Acta 667 (2 1981), s. 377-396.

https://www.rcsb.org/stats. dostep 8.10.18.

Milne J.L., Borgnia M.J., Bartesaghi A. i in. ,Cryo-electron microscopy - a pri-
mer for the non-microscopist.” W: FEBS Journal 280 (1 2013), s. 28-45.
Cheng Y., Grigorieff N.; Penczek P.A. i in. A primer to single-particle cryo-
electron microscopy.” W: Cell 161 (3 2015), s. 438-449.

Henderson R., Baldwin J.M., Ceska T.A. i in. ,Model for the structure of bac-
teriorhodopsin based on high-resolution electron cryo-microscopy.” W: Journal
of Molecular Biology 213 (4 1990), s. 899-929.

Leach A.R. Molecular Modelling: Principles and Applications. Harlow: Pearson
Education Limited, 2001.

Floudas C.A., Fung H.K., McAllister S.R. i in. ,,Advances in protein structure
prediction and de novo protein design: A review.” W: Chemical Engineering
Science 61 (3 2006), s. 966-988.

Field M.J. A Practial Introduction to the Simulation of Molecular Systems. Cam-
bridge: Cambridge University Press, 2007.

Holtje H.D., Sippl W., Rognan D. i in. Molecular Modeling Basic Principles
and Applications. Weinheim: Wiley-VCH, 1997.

Kazmierkiewicz R. Introduction to molecular modeling. Gdansk: Intercollegiate
Faculty of Biotechnology UG-MUG, 2011.

Yu Z. i Lau D. ,Development of a coarse-grained a-chitin model on the basis
of MARTINI forcefield.” W: Journal of Molecular Modeling 21 (5 2015), s. 128.
Amber 2017 Reference Manual.

Haile J.M. Molecular Dynamics Simulation: Elementary Methods. John Wiley
& Sons, 1997.

Mahoney M.W. i Jorgensen W.L. A five-site model for liquid water and the re-
production of the density anomaly by rigid, nonpolarizable potential functions.”

W: The Journal of Chemical Physics 112 (20 2000), s. 8910-8922.

189



[37]

[38]

[39]

[43]

Jorgensen W.L., Chandrasekhar J., Madura J.D. i in. ,Comparison of simple
potential functions for simulating liquid water.” W: The Journal of Chemical
Physics 79 (2 1983), s. 926-935.

Allen M.P. i Tildesley D.J. Computer Simulation of Liquids. Oxford: Oxford
Science Publications, 2009.

Ryckaert J.P., Ciccotti G. i Berendsen H.J.C. | Numerical integration of the car-
tesian equations of motion of a system with constraints: molecular dynamics
of n-alkanes”. W: Biophysical Journal 23 (3 1977), s. 327-341.

Hansen J.P. i McDonald I.R. Theory of Simple Liquids. Academic Press, 2006.
Sugita Y. i Okamoto Y. ,Replica-exchange molecular dynamics method for pro-
tein folding.” W: Chemical Physics Letters 314 (1999), s. 141-151.

Bernardi R.C., Melo M.C.R. i Schulten K. ,Enhanced Sampling Techniques
in Molecular Dynamics Simulations of Biological Systems.” W: Biochimica et
Biophysica Acta 1850 (5 2015), s. 872-877.

Rhee Y.M. i Pande V.S.  Multiplexed-Replica Exchange Molecular Dynamics
Method for Protein Folding Simulation”. W: Biophysical Journal 84 (2 2003),
s. 775-786.

Jain A.K., Murty M.N. i Flynn P.J. ,Data Clustering: A Review”. W: ACM
Computing Surveys 31 (3 1999), s. 264-323.

Keller B., Daura X. i van Gunsteren W.F. ,,Comparing geometric and kinetic
cluster algorithms for molecular simulation data”. W: The Journal of Chemical
Physics (132 2010).

https://encyklopedia.pwn.pl. dostep 20.07.18.

Gagniuc P.A. Markov Chains: From Theory to Implementation and FExperimen-
tation. John Wiley & Sons, 2017.

Noé F. i Fischer S. ,Transition networks for modeling the kinetics of conforma-
tional change in macromolecules.” W: Current Opinion in Structural Biology 18

(2 2008), s. 154-162.

190



[49]

[50]

[54]

[57]

[58]

Razmara J., Deris S.B., Illias R.B. i in. ,Artificial signal peptide prediction
by a hidden markov model to improve protein secretion via Lactococcus lactis
bacteria.” W: Bioinformation 9 (7 2013), s. 345-348.

Zhao X.Y., Zhang J., Chen Y.Y. i in. ,Promoter recognition based on the ma-
ximum entropy hidden Markov model.” W: Computers in Biology and Medicine
51 (2014), s. 73-81.

joshmillard.com/garkov/. dostep 15.04.18.

Chatterjee A. i Bhattacharya S. ,Uncertainty in a Markov state model with
missing states and rates: Application to a room temperature kinetic model obta-
ined using high temperature molecular dynamics.” W: The Journal of Chemical
Physics 143 (11 2015), s. 1141009.

Shukla D., Hernandez C.X., Weber J.K. i in. ,Markov State Models Provide In-
sights into Dynamic Modulation of Protein Function.” W: Accounts of Chemical
Research 480 (2 2015), s. 414-22.

Malmstrom R.D., Lee C.T., Van Wart A.iin. ,On the Application of Molecular
Dynamics Based Markov State Models to Functional Proteins.” W: Journal
of Chemical Theory and Computation 10 (7 2014), s. 2648-2657.

Noé F., Schiitte C., Vanden-Eijnden E. i in. ,Constructing the equilibrium en-
semble of folding pathways from short off-equilibrium simulations.” W: Proce-
edings of the National Academy of Sciences of the USA 106 (45 2009), s. 19011
6.

Feng H., Costaouec R., Darve E. i in. ;A comparison of weighted ensemble
and Markov state model methodologies.” W: The Journal of Chemical Physics
142 (21 2015), s. 214113.

Bowman G.R., Pande V.S. i Noé F. An Introduction to Markov State Mo-
dels and Their Application to Long Timescale Molecular Simulation. Dordrecht:
Springer Science+Business Media, 2014.

Voelz V.A., Bowman G.R., Beauchamp K. i in. ,Molecular simulation of ab in-
itio protein folding for a millisecond folder NTL9(1-39).” W: Nature Structural
¢ Molecular Biology 132 (5 2010), s. 1526-8.

191



[59]

[60]

[62]

[68]

Lane T.J., Bowman G.R., Beauchamp K. i in. ,Markov state model reveals
folding and functional dynamics in ultra-long MD trajectories.” W: Journal
of the American Chemical Society 133 (45 2011), s. 18413-19.

Da L.T., Pardo Avila F., Wang D. i in. ,A two-state model for the dynamics
of the pyrophosphate ion release in bacterial RNA polymerase.” W: PLOS Com-
putational Biology 9 (4 2013), €1003020.

Asciutto E.K., Gedeon P.C., General I.J. i in. ,Structure and Dynamics Study
of LeuT Using the Markov State Model and Perturbation Response Scanning
Reveals Distinct Ion Induced Conformational States.” W: The Journal of Phy-
sical Chemistry B 120 (33 2016), s. 8361-8368.

Zeng X., Zhang L, Xiao X. i in. ,Unfolding mechanism of thrombin-binding
aptamer revealed by molecular dynamics simulation and Markov State Model.”
W: Scientific Reports 6 (2016), s. 24065.

Kernighan B. i Ritchie D. Jezyk ANSI C. Warszawa: Wydawnictwa Naukowo -
Techniczne, 2000.

www.open-std.org/jtcl /sc22/wgl4. dostep 28.11.17.
www.tiobe.com/tiobe-index. dostep 28.11.17.

pypl.github.io/PYPL.html. dostep 28.11.17.

Porter C.T. i Martin A.C.R. ,BiopLib and BiopTools—a C programming library
and toolset for manipulating protein structure.” W: Bioinformatics 31 (24 2015),
s. 4017-4019.

Dagum L. i Menon R. ,,OpenMP: an industry standard API for shared-memory
programming.” W: IEEE Computational Science and Engineering 5 (1 1998),
s. 46-55.

www.openmp.org. dostep 28.11.17.

The MPI Forum. ,MPI: A Message Passing Interface.” W: CSETech 324 (1994).
mpi-forum.org/docs. dostep 28.11.17.

www.graphviz.org. dostep 28.11.17.

linuxmint.com. dostep 28.11.17.

www.codeblocks.org. dostep 28.11.17.

192



[82]
[83]
[84]

[85]

[88]
[89]

[90]

www.geany.org. dostep 28.11.17.

gce.gnu.org. dostep 28.11.17.

www.gnu.org/software/make. dostep 28.11.17.

valgrind.org. dostep 28.11.17.

www.mercurial-scm.org. dostep 28.11.17.

bitbucket.org. dostep 28.11.17.

Kabsch W. A solution for the best rotation to relate two sets of vectors”. W:
Acta Crystallographica Section A (A32 1976), s. 922-923.

www.unres.pl. dostep 09.03.18.

www.resh.org/structure/1bdd. dostep 13.11.17.

Schrodinger, LLC. ,The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0”.
2017.

Gouda H., Torigoe H.., Saito A. i in. , Three-Dimensional Solution Structure
of the B Domain of Staphylococcal Protein A: Comparisons of the Solution
and Crystal Structures”. W: Biochemistry (31 1992), s. 9665-9672.
www.rcsb.org/structure/112y. dostep 13.11.17.

Neidigh J.W., Fesinmeyer R.M. i Andersen N.H. ,Designing a 20-residue pro-
tein”. W: Nature Structural Biology (9 2002), s. 425-430.
www.rcsb.org/structure/2MQ8. dostep 13.11.17.

Koga N.,; Tatsumi-Koga R., Liu G. i in. ,,Principles for designing ideal protein
structures.” W: Nature (491 2012), s. 222-7.

Lin Y., Koga N., Tatsumi-Koga R. i in. ,Control over overall shape and size
in de novo designed proteins”. W: Proceedings of the National Academy of Scien-
ces of the USA (112 2015), E5478-85.

ambermd.org. dostep 09.03.18.

Case D.A., Betz R.M., Cerutti D.S. i in. AMBER 2016. 2016.

Salomon-Ferrer R., Case D.A. i Walker R.C. ,An overview of the Amber bio-
molecular simulation package”. W: WIREs Computational Molecular Science (3

2013), s. 198-210.

193



[94]

[95]

[96]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

Ponder JJW. i Case D.A. ,Force fields for protein simulations.” W: Journal
of Molecular Modeling 66 (2003), s. 27-85.

Roe D.R. i Cheatham T.E. III. ,PTRAJ and CPPTRAJ: Software for Proces-
sing and Analysis of Molecular Dynamics Trajectory Data.” W: Journal of Che-
mical Theory and Computation 9 (7 2013), s. 3084-3095.

Weiner S.J., Kollman P.A., Case D.A. i in. ;A New Force Field for Molecular
Mechanical Simulation of Nucleic Acids and Proteins.” W: Journal of the Ame-
rican Chemical Society 106 (3 1984), s. 765-784.

Voth G.A. Coarse-graining of Condensed Phase and Biomolecular Systems.
Boca Raton: CRC Press, 2009.

Liwo A., Khalili M. i Scheraga H.A. ,Ab initio simulations of protein-folding
pathways by molecular dynamics with the united-residue model of polypeptide
chains.” W: Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 102
(7 2005), s. 2362-2367.

Liwo A., Baranowski M., Czaplewski C. i in. , A unified coarse-grained model
of biological macromolecules based on mean-field multipole-multipole interac-
tions.” W: Journal of Molecular Modeling 20 (8 2014), s. 2306.

Czaplewski C., Kalinowski S., Liwo A. i in. ,Application of Multiplexed Re-
plica Exchange Molecular Dynamics to the UNRES Force Field: Tests with «
and a+fg Proteins.” W: Journal of Chemical Theory and Computation 5 (3
2009), s. 627-640.

Maier J.A., Martinez C., Kasavajhala K. i in. ,ff14SB: Improving the Accuracy
of Protein Side Chain and Backbone Parameters from ff99SB.” W: Journal
of Chemical Theory and Computation 11 (8 2015), s. 3696-3713.

Onufriev A., Bashford D. i Case D.A. ,Modification of the Generalized Born
Model Suitable for Macromolecules.” W: Journal of Physical Chemistry B 104
(15 2000), s. 3712-3720.

Onufriev A., Bashford D. i Case D.A. ,Exploring Protein Native States and Large-
Scale Conformational Changes With a Modified Generalized Born Model.” W:

Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics 55 (2 2004), s. 383-394.

194



[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

Czaplewski C., Karczynska A., Sieradzan A.K. iin. ,UNRES server for physics-
based coarse-grained simulations and prediction of protein structure, dynamics
and thermodynamics.” W: Nucleic Acid Research 46 (W1 2018), W304-W309.
Rotkiewicz P. i Skolnick J. ,Fast procedure for reconstruction of full-atom pro-
tein models from reduced representations.” W: Journal of Computational Che-
mistry 29 (9 2008), s. 1460-5.

Software Optimization Guide for AMD Family 17h Processors. Advanced Micro
Devices, 2017.

Czech Z.J. Wprowadzenie do obliczen rownoleglych. Warszawa: Wydawnictwo
Naukowe PWN, 2013.

Jung S., Bae S.E. i Son H.S. , Validity of Protein Structure Alignment Method
Based on Backbone Torsion Angles.” W: Journal of Proteomics € Bioinforma-

tics 4 (10 2011), s. 218-226.

195



