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Abstract

The software for molecular dynamics provides th#itglof simulating systems that
consist of millions of particles, just for a fewnmseconds. This method allows for the
carrying out of virtual experiments without reabdsatory equipment and only with
computer technology. Molecular dynamics play anartgmt role in understanding the

structure and function of biological, organic andrganic systems.

The objective of this thesis was to introduce thsids of molecular dynamics,

solve model tasks in Amber software and Gromacg@edmpare their capabilities.

| have worked on the Hermes Computer Cluster tehings to the Faculty of Science
at the University of South Bohemia and this wag parthe MetaCentrum Project. |
have worked with both programs using the command bf the Linux Operating

System.

This thesis describes all of the file formats the¢ needed for working with these
programs, and how they are to be used. | have lpifteveral systems in Gromacs and
Amber: 1) water 2) water and ions 3) solvated lysee. Based upon these sample
systems, | have compared the basic utilities faparation, the execution and the
analysis of these simulations. This thesis shoelves as a quick introduction and

familiarization with Amber software and Gromacs.
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Uvod

Molekularni dynamika (MD) spada pod oblast molekgélwo modelovani.
Spojuje v sob poznatky chemie, fyziky, matematiky a vyetni techniky. Velmi
zjednoduSe# na ni lze pohlizet jako na virtualni mikroskop ysakym ¢asovym a
prostorovym rozlisenim. Pomoci vyi@ini techniky se provadi simulat@dow az 16
castic. Simulace sytéim které jsem provada, dosahovalyadow rozméra nm a ¢asu
ps

Hlavnim &elem MD je sledovat pohyb a vlastnoséstic vcase. Umoduje
védcim experimentovat, aniz by k tomu peltovali drahé vybaveni laboréto Plati se
pouze za pd@tacové vybaveni a software. Metoda naléza uglativ Sirokém spektru
oblasti - biochemie a biofyziky fipvyzkumu material a I&iv, ale i ekologie. Velkou
vyhodou je bezpmé experimentovani s radioaktivnimi a toxickymk#ani.

Metoda Monte Carlo je stochastickd metod&if@dové simulace, vyuZivajici
generator ndhodnyadlisel. Z péate:ni konfigurace se nahodnym krokem dostaneme do
nové konfigurace, ktera jefimta nebo odmitnuta v souladu s Boltzmannovskym
vzorkovanim ~ exp (4§KT).

Molekularni dynamika je deterministickd metod&ipové simulace. Bli se
na ti odwtvi - modelovani molekulav mechanické (MM), modelovani kvantov
mechanické (QM) a modelovani hybridni (MM/QM). MMigtup dovoluje simulovat
VetSi paet ¢astic, je to rychla metoda zahrnujici vice aproxim&yzaduje rozsahlé
parametrizace. Nelze ji ovSem pouZzit standarkirsimulaci chemickych reakci, kde
vznikaji nebo zanikaji kovalentni vazby. Ve svécprée budu zabyvat pravimto
klasickym gistupem. QM je fesrEjSi motoda, ale natma na vypoet. Hodi se pro
mensi systéntastic, Ffadow 107 ¢astic. Hybridni modelovani je spojeninedchozich
piistupi. Na malou zkoumanaotast systému se aplikuje QM a na zbytek MM.



1.Solasny stav

1.1. Molekularni mechanika

Klasickd molekularni dynamika se opira o principplekularni mechaniky.
Modelem atomu je koule s van der Waalsovskym pétem, nabojem ve svémistu,
ktery reprezentuje celkovy nebo parcialni nabojmato Atomy jsou rozéleny do
atomovych typ podle své chemické z&ley, vaznosti a geometrie vazanych atom
Vazba se modeluje v nejjednodusSim a &edjSim pipad jako harmonicka
pruzina s tuhos#. Kompletnim popisem interakci v systému je silpoge, které tved
potencialové funkce (podle nichZz secfid potencialni energie) a kompletni sada
parametii vystupujicich v potencialovych funkcich. Tyto paedry jsou zpravidla
uréeny jen precisté latky, Kizove ¢leny urkujici interakci mezitiznymi typy molekul
jsou zpravidla dop#itany podle kombingnich pravidel.

Lorentz-Berthelotovo kombirai pravidlo utuje potencialové parametpya e
pro heteroatomické pary,(i#) tak, ze kombinuje analogické potencialové paraynet

pro par identickych moleku} @j).

g; :%(Oi-i +Ujj)
£=(g & )1/2

DalSim pravidlem je Berthelotovo, které ma tvar zgeometrickych gmera.
Potencialni energie molekuly,Ezavisi na geometrickem usg@olani (konformaci)
molekuly a jeji interakcich s okolim. Pokud je hotin potenciélni energie nizka,
molekula je stabilni. Potencialova funkce ¢itd E, jako sowet energii vSech
interakci v molekule a interakci s ostatnimi malakni. Interakce &éime na vazebné a
nevazebné. Vazebné interakdaji, jak se liSi geometrie od ,idealniho stavd’ramci
silového pole jsou definované idealni délky vaagtzebnych a torznich thiCim vic
se ugity parametr liSi od idealniho, timéti ma dana interakce energii. Nevazebné

interakce jsou elektrostatické a neelektrostatické.



Metodou molekularni mechaniky je minimalizace gmerMetodou nejtsSiho
spadu nebo konjugovanych gradierge struktura naslednoptimalizuje. Kineticka

energie se zanedbava — vypoprobiha pro teplotu absolutni nuly.[3].

1.1.1. Silové pole a potencidlova funkce
Interakce molekul jsou modelovany pomoci silovébtepSilové pole sedi na
interakce vazebné a nevazebné. Interakce jsou ratbky vyjadené pomoci soustavy

rovnic (nazyvane také potencialni funkce) a param&teré jsou v rovnicich vystupuiji.

fu-Tome +Z N’ = NE N\

r
Energie pnuti Energie ohybhani Energie deformace V azebne
vazeh vazebmych hli torzmich whli
- suma pfes - suma pfes viechny - suma pfes viechny 1
viechny vazhy wazebné dhly torzni Ghly lnterakce
r
Nevazebne
Energie van der Energie elektrostatickych I
Waalsovych interakei interakei Inter akce
- suma pies viechny - suma pies viechny
dvojice atomi dvojice atomi J

Obr. 1.1. Riklad potencialové funkce [2]

Z rovnic se generuji potencialni energie a jejignivdace, sily. Pro vytveni
dobrého popisu silového pole pracuji tymideti i nékolik let. Volba silového pole je
vyznamnym faktorem ovliwjicim pesnost vysledk i efektivitu simulace. Prvni
otazkou je, které silové pole obsahuje parametoy molekuly, které jsou v nasem
systému. Ti zakladni typy silového pole:

1) all atomparametry jsou stanoveny pro kazdy jednotlivy atoraystému, ¥etns
vodiku
2) united atonrskupina ator je povaZzovana za jedno intetak centrum, nafp atomy

H a C v methyl a methylenovych skupinach
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3) coarse grainede pouzivaji pro velmi dlouhé simulace bilkovijirggch polymef,
abstrakt® reprezentuji molekuly seskupovanim atodo superatorin za &elem vysSi

vypocetni vykonnosti a moznosti simulovat systémy &i&ivprostorove tasove Skale.

1.1.2. Potencidly
Pro vypa@et energie specifické interakce vyuZivaji silovdepdizné popisy.

Uvedeny jsou népstjsi vyjadeni.

1.1.2.1. Potencialy vazebné
Pnuti vazeb — harmonicky potencial

Predstavuje interakce mezi parem atorkteré jsou spojeny jednou kovalentni vazbou
(miZze byt jednoducha i vicenasobna). Je tibliZeni energie vazby jako funkce
vychylky od idedlni délky vazbyy,. Silova konstant&, urcuje silu vazbybya K jsou
specifické pro kazdy par vazanych afgrpavisi na typu atofna vazby.

E, = Ky(b-h)

Energie ohybani uhl— harmonicky potencial

Souvisi se zrnou vazebnych 0@l od idealnich hodnot, coZ je reprezentovano
harmonickym potencidlem. Hodnoty a K, zavisi na typu atofy které tvdi Ghel.
Energie ohybani uhl popisuje odchylku od ideéalni geometrie — v dokenal

optimalizované strukfie by n€la byt blizka nule.
Ee = Z Ke(e_ 00)2

ahly

Energie torzi

Reprezentuje energii spojenou s rotaci Useku @t@¥B-C-D) kolem vazby B-C. Lze
téZ interpretovat jako potencial zavisly na dihédra Uhlu @ mezi rovinami ABC a
BCD. Potencial sefpdpoklada periodicky a jasto vyjadovan rozvojem

v kosinovych funkcich.

Parametry pro tyto termyKs , ...) jsou ziskané ze studii malych madalporovnanim
s geometrii a vibkmim spektrem v plynné fazi (IR a Ramanova spektpsR,
doplrené kvantovymi vypé&ty ab inito.
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E,= > K,(1-cosfw))

1,4pary

1.1.2.2. Potencialy nevazebné

Energie van der Waalsovych interakci

Van der Waalsovy interakce mezidgva atomy vznikaji z bilance mezi odpudivymi a
pritazlivymi silami. Odpudiva sila vnika na kratkyghdalenostech, kde je silna repulze
mezi elektrony. BRtazlivd sila (také ozr@vané jako disperzni sila) vznika
z fluktuace v nabojovém rozloZeni v elektronovyohacich. Fluktuace v elektronové
distribuci vede ke vzniku okamzitého dipdlu, kténgukuje dipdl v druhém atomgi
molekule, coz dava vznikipazlivym silam. Tyto sily klesaji s Sestou mocnino
vzdalenosti. Polohy atoim v optimalni vzdalenosti stabilizuji systém. Hodnot
minimalni energieE a optimalni vzdalenosti atanr (coZ je zhruba s@et van der
Waalsovych polorri atomu) zavisi na parametrech silového pédato atont.

E

Fydw

1 4 [

E* r:

Obr. 1.2. Ritazlivé a repulzni sily [4].

Van der Waalsovy interakce jsou ¢egtji modelovany pomoci Lennard—Jones 12-6
potencialu. Vyja#dluje interakni energii pomoci atomevzavislych konstant A a C.
Hodnoty A a C mohou byt stanoveigdou hodnot, jako jsou nevazebné vzdalenosti v
krystalech nebo #tené vzdalenosti v plynné fazi. Van der Waalsovradtce jsou

s

jednim z nejdlezitéjSich pro stabilitu biologickych makromolekul.

<A _S
ELJ_Z_ljz_r_Je
i i
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Alteranativré se Lennard-Jon@s potencial vyjatluje pomoci geometrického parametru
o vyjadiujiciho vzdalenost, ve které je potencial nulovgreergetického parametey

ktery ucuje hloubku potencialového minima.

ij ij

vz _ Y6
\ (rij) = 4TE, l:(r_j) -(=) :l

Enerqie elektrostatickych interakci — Coulaimhpotenciél

Elektrostatické interakce mezi pary atbjaou popsany Coulombovym potencialem.

E =y

47E,

[4]
Krom¢ uvedenych potencialse |ze setkat i se slog&imi potencialovymi

funkcemi, nap:

Druh interakce MoZnosti potenciéal

Pnuti vazeb Harmonicky, kubicky, Morseho, FENE

Ohybani thi Harmonicky, kosinovy, Urey-Bradleyho

Torze Ryckaert-Bellemans, periodicky,
Fouriefiv

Van der Waalsovy interakce Lennard-Jonesova 12i6kiBgham
(exp-6)

Elektrostaticke interakce Coulorimo

Tab. 1.1. MozZnosti vyjadni vazebnych a nevazebnych potericial

1.1.3. Parametrizace, typy silovych poli

Silové pole kromi potenciah definuje i sadu paramétmpro kazdy typ atomu.
Napiiklad zpravidla silové pole obsahuje jiné paramepyo atom kysliku v
karbonylové skupi® a v hydroxylové skupith Typicka sada atomarnich paranietr
obsahuje atomovou hmotnost, van der Waalgoloner, naboj, rovnhovaznou délku
vazeb, rovnovazné vazebné uhly, parametry torzmickh a hodnoty odpovidajici

efektivni tuhosti pruziny pro kazdy potencial.

13



VSechna silova pole jsou zaloZena FaX numerickych zjednoduSeni a
pochazi ziznych tym experimentalnich dat. Proto se jitkd empiricka. Rzna silova
pole byla navrzena praizné ®ely. Klasicka silova pole jsou AMBER (uzivané pro
proteiny a DNA), CHARMM (pro malé molekuly a makrohlakuly), GROMACS
(optimalizované pro program Gromacs), GROMOS (biekaarni systémy), OPLS
(Optimized Potentials for Liquid Simulations) —eh¢ varianty: all atom OPLS-AA,

united atom OPLS — UA a dalSi silova pole.

1.2. Integrace pohybovych rovnic
Zakladem metody MD je deterministickéteni nové konfigurace #aset+h na

zaklad znalosti polohy, rychlosti, silfgpadre vysSich derivaci polohy, saset.

1.2.1. Verletiv algoritmus

Zaporny gradient potencidlu se rovna silksgbici na molekulwi atom.
Pohybové rovnice jsou vgSeny integraci — za pomoci jednoho z int&gieh
algoritma.
Sila, ktera pisobi natastici je zaporny gradient potencialu U:
F =-gradU (1)
Z druhého Newtonova zakona plyne diferencialni roeruhéhdgadu:

r =f—‘,i =12,.N

(2)

» K této soustay musime jet pridat paateini podminky, tj. (obvykle) znalost
vech polohr;, a rychlostir;", pro jisty p@ateni ¢ast=t,. ReSenim soustavy je tzv.
trajektorie, tedy funkce(t), i = 1,2, ... Nv n¢jakémcasovém intervalutd, tnay. Funkce
spojitého argumentu budeme n&ipai zaznamenavat v diskrétnich bodech ve tvaru
t=to+ih, kdeh je jisty malyéasovy Usek (integtai krok) ai je nezdporné celéslo.
Krok h musi byt natolik kratky, aby selem & zmeénily polohy ¢astic jakoz i sily jen
malo. Tento postup se nazywéetoda konénych diferenci[l,s.28]". Pro atomistické

simulace jen fadow 1 fs.
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NejbezrejSim feSenim metody kowaych diferenci je Verléw algoritmus. Je
zaloZen na Tayloravrozvoji sodadnic do druhéhtadu se sedem u.
— ri (t_h)_2’|§t)+r| (t+ h) +O(h2)
h 3)
K potrebnému vypé&tu pozice v bodri(t+h) se rovnice (3) dosadi do (2).
ri(t_h)_zi (t)+ i (t+h)
h2

(D)

+0O(h?) _fi@®
m (4)

Zanedbanim chyb@ () a vyjadenimri(t+h) na levé strahdostaneme vztah

) =2, O, (- b+

m (5)

Podle rovnice ze znamych hodnot — polohy ¢aset, m vypccitAme nové hodnoty

poloh v¢aset+h. Pro prvni integréni krok simulace chybifpdchozi poloha; (to-h).

Pro tu lze pouzit rozvoj

h?f, (t,)

ri(t —h) =r; (&) — ", (%) +W+ o)

(6)
Pro zjednoduseni z#en sh? zanedbat.[1]
DalSimi pa&etnimi metodami jsou n&p Eulerova metoda, Leap-frog

(alternativni zapis ekvivalentni Verletometod), rychlostni Verlet.
1.3. Technické detaily

1.3.1. Periodické okrajové podminky

Castice uzakeme do pracovni oblasti (box), kterd bude obsah¥vitstic. Box
obklopime ze vSech stran jeho obrazy, virtualniopi&mi. V trojroznérném prostoru
je nejblizSich obrak 26. Kopie budou svazané s pracovni oblasti a tkaftzly pohyb
¢astice z pracovni oblasti se promitne do vSechikBpkud¢astice opusti box, z druhé
strany do boxu ekvivalentn¢astice vstoupi. Jsou aleipady, kdy je lepSi PBC
nevyuzivat — v &kterych gipadech vyzaduji pouziti velkého go molekul vody.
SchidngjSi varianta je obklopit protein, nebo jen jeté@st vrstvou vody. Pro PBC se

negastji pouziva pracovni box ve tvaru krychle nebo ok@tonu [5].
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Obr. 1.3. Periodické okrajové podminky [7].

1.3.2. Oriznuti interakéniho potencialu (cutoff)

SlouZzi k urychleni vypéu, jelikoZz pra¢ nevazebné parametry molekuly jsou
pocetré nara@nou zalezitosti — bezii@nuti potencialu rostou s kvadratentjocastic.
Je-li vzdalenost dvou atam(nebo referetnich atond v piipac skupinového cutoffu)
vétSi nez zvolena vzdalenost,, neni tato interakce (elektrostaticka nebo van der
Waalsova) péitana v jednotlivych krocich, ale pouze z&ena jako korekce celkové
energie ve form dlouhodosahové korekce. Vzdalenasts musi sphovat minimalni

obrazovou konvenci — pokud chceme uvazovat jenliagjbobrazy, nejdelSi cutoff

nesmi byt delSi nez polovina nejkratSi strany boxu.

1.3.3. Explicitni a implicitni solvatace

Explicitni solvatace vyuziva atomarni model vodgelse pouzivaji aproximace
molekularni mechaniky. Bylo navrzeno mnoho médetohou byt klasifikovany podle
pocta bodi, slouZicich k definovani modelu, zda je struktpeana nebo flexibilni, a
zda obsahuje polarizai &inky (SPC, SPC/E, TIP3P, ...). Model vody je devian
jeho geometrii a parametry jako je atomovy nabpaemetry Lennardova — Jonesova
potencialu.

Implicitni solvatace je metoda reprezentovani roggdla jako kontinuélniho
média, které reprezentuje statistickyupr vSech moznych stéwozpou&dla, namisto

jednotlivych explicitnich molekul. Zanedbavaji sey atomové vlastnosti rozpo&dia.
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Tato metoda se€asto pouzivd k odhadu volné energie v strukturlniterakcich
rozpoustdla-rozpustné latky a chemickych procesech, jako je skladaebon
konformani prechody bilkovin, DNA, RNA, polysachafid sdruzeni biologickych
makromolekul s ligandy, nebo transportidgited biologické membrany. Pro simulace
biomolekul je vhodgsi implicitni rozpousdtdlo v ramci QM. Pro MM je vhodné pouzit

explicitni solvataci.

Obr. 1.4. Model prosedi A-explicitni B-implicitni solvatace [6].

1.3.4. Termostatovani a barostatovani

1.3.4.1. Kanonicky soubor (NVT)

Razné metody termostatu tipavaji a odebiraji energii” z hrani& celého
objemu systému vic& mére realistickym zfisobem. Snazi sefiplizit kanonickému
souboru, ktery ma konstantni latkové mnoZzstvi, mbja teplotu. Metodami jsou
pieSkalovani rychlosti, Nosé-Hoower termostat, Berendséw termostat nebo
Langeviniv termostat. PoZadavkem je, aby teplota systémiéahdi@sstabilni hladiny
okolo zvolené hodnoty [9].

1.3.4.2.1zotermicko-izobaricky soubor (NPT)

Cilem je stabilizovat mmérnou hodnotu tlaku @tSinou na 1 bar). V
izotermicko-izobarickém souboru je konstantni l&tkeonnoZstvi, tlak a teplota. Kr@m
termostatu je poeba zapojit barostat. Pak systém nejvice odpovid@ratornim
podminkadm, pokojové tepkdta tlaku. Metodami barostatovani jsou fikiad

Berendseitiv nebo Parrinello-Rahmén barostat [9].
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1.4. Software

Pro vykonavani molekularni dynamiky existugda softwarovych balik Ve

své praci budu porovnavat dva z nich - Amber a Gsn

1.4.1. Amber a Gromacs

Amber se sklada ze dvouzr¢ distribuovanychc¢asti. Prvni je neplacena
AmberTools pro fipravu systému a analyzu vyslédiDruha je Amber, jehoZ cena je
400 $ pro akademick&ély. Celko vSak obsahuje asi 50 podprogam

Hlavnimi jsou NAB (Nucleic Acid Builder), ktery umiduje sestavovat
nukleové kyseliny, LEaP ve shellové a grafické vyesizantechamber pro vytieni a
editaci systémuied spusinim vypaitu (v ramci AmberTools). Hlavnimi vygetnimi
programy pro MD jsou sander a pmemd, cozZ je veapeleyu, ktera je optimalizovana
pro rychlé paralelni vypiy.

K analyze slouzi ptraj, pbsa, a mm-pbsa. Aktuaérze programu je Amber 11

a AmberTools 1.5. Stranky programu jsou (http://amid.org).

Gromacs nendlerén na glipravnou a simukmi ¢ast, je to uceleny program pro
vykonavani MD stadou utilit. Pracuje se pouze ndikazové ifadce. Gromacs je
bezplatny software teny edevsSim pro biochemické molekuly jako jsou bilkgyin
lipidy a nukleové kyseliny, které maji hatleloZité molekularni interakce. Gromacs je
extrémm rychly pi vypocétu nevazebnych interakci (které obvykle dominujidaci) a
tak se pouziva i pro vyzkum nebiologickych sysiemag. polymefi.

Gromacs obsahuje hlavni vygmini program mdrun. Prognvzdy slouzi jako
vstup jeden jediny soubor, ktery see@zpracovava programem grompp. Aktualni verze
programu je Gromacs 4.5.3. Stranky Gromacsu jstip:{fwww.gromacs.org).
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Gromacs | Amber
veliCina | symbol jednotky
délka r nm | A
hmotnost m amu
¢as t ps
naboj q e
teplota T K
energie E,V kJ / mol kcal/mol
sila F kJ / (mol x nm) kcal/(mol x A)
tlak p bar
rychlost v nm / ps Al ps
objem v nm?® A®

Tab. 1.2. Zakladni fyzikalni jednotky progra@romacs a Amber.

19



2. Cile prace a hypotézy
1. Seznameni se zaklady molekularni dynamiky
2. Seznameni s praci ¢kolika programech pro molekularni dynamiku (Gromacs
Amber)
3. VyreSeni gkolika modelovych dloh wthto programech (simulace biomolekul
a jejich interakci s povrchy)

4. Zhodnoceni jednotlivych progrank reSeni konkrétnich Gkibl

V této praci neni obsazeno potvrzovani nebo vywilegpotéz.
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3. Metodika

S ol#ma programy jsem pracovala pomodikpzovéiadky v OS Linux Ubuntu
9.10. Registraci na strankach MetaCentra
(http://metavo.metacentrum.cz/cs/about/ngi_a_vd)htmjako  student  Jih&eské
univerzity jsem ziskalaifstup ke klastru Hermes, ktery JU vlastni. Klastnpoziuji
pouzivani vypoetre naranych aplikaci, pravjako jsou simuléni programy.

V aktualni slozce, kde byly vSechny feiiné soubory pro naslednou praci

s Gromacsem nebo Amberem, jsem mohla spustit prog@eznam pouzivanych

piikazi v ramci linux:

piikaz funkce pouziti

mkdir vytvoreni adresé mkdir voda

Is vypis aktudlniho adresé Is

cd piejit do adres& cd voda

cd .. prejit do adres@ vys cd ..

rm odstranit soubor rm voda

pwd zobrazeni aktualniho adréed pwd

tar cfz zabalit archiv tar cfz voda*

tar xfz rozbalit archiv tar xfz voda

scp zabezpe&ené kopirovani scp voda.pdb student@prf.jcu.cz:
cp kopirovani cp voda.pdb voda
whoami aktualni uzivatel whoami

mc midnight commander mc

rmdir smazani adretd rmdir voda

mv pfesun souboru do adréed | mv voda.pdb voda
history vypis prace history

exit, quit ukonseni exit, quit

s L

Tab 3.1. Seznam nejpouzivgich pikazi pro praci na pikazovéadce — manipulace

se soubory a slozkami.
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4. Vysledky

4.1. Zakladni schéma MD a prace se soubory

Pri provadini molekularni dynamiky se pracuje s mnoha soubkKpncovky
soubofi budou uvadny v zavorkach pro lepSighlednost.

Dva typy soubar jsem ziskala exte&n prvnim je sotadnicovy soubor, ktery
definuje kartézské soadnice pro atomy ve formatu (.pdb) z Protein DaankB
Druhym je parametricky soubor. V Gromacsu ma kokaogmdp), v Amberu (.in).
Soubor ukuje typ vypdtu, jeho délku,casovy krok a dalSi parametry simulace.
VSechny ostatni soubory budou vysledk&mosti programh Amber a Gromacs.

Prikladem k popsani zakladnich fazi simulace MD arku, jaké soubory jsou v
tomto procesu p&tbné, bude simulace proteinu ve ¥ath laboratornich podminek.
(podrobrji viz ¢ast 4.4.3). Popsany jsoiedevsim utility, které se hodirkSeni tohoto
piikladu.

Gromacs ma specialni utilittgrompp, kterd slouzi pro fedzpracovani.
Vstupnimi soubory jsou parametricky soubor (.mdguradnicovy soubor (.gro) a
topologie (.top). Utilita provede p@bné kontroly a vysledkem je jediny binarni soubor
(.tpr), ktery se pedava dalsi utilié nebo hlavnimu simutaimu programundrun.

4.1.1. Poc¢aterni konfigurace

Prvnim krokem je vylr pocateni konfigurace. Mohou to byt data
experimentalé ziskana rentgenovou difrakci nebo NMR. Také §éepouzit struktura
vytvoiena modelovanim. Mnoho proteinovych struktur IZhsout ve formatu (.pdb) z
Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/eaio). DalSimi zdroji struktur
jsou Nucleic Acid Database (http://ndbserver.ridgatu) nebo Cambridge Structural

Database (http://www.ccdc.cam.ac.uk/products/csd).
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Gromacs

Castym startovnim forméatem je (.pdb), ktery se komje do formatu (.gro),
ktery je Gromacsu vlastni. Konverze se provadi pomuilit jako editconf nebo
pdb2gmx. Vizualizovat strukturu lze pomoci jiného softwareag. VMD
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd).
Amber

Pro sestaveni malych systénze pouzitxleap. Pro velké struktury, jako jsou
proteiny, je vhod§si opatit si experimentalni strukturu z externi databaazest v
(.pdb) formatu, ktera se do LEaPuwtapomoci pikazuloadpdb. Pokud neni dostupna
experimentalni struktura, dal$i moZnosti je struktmodelovat pomoci program
uzivajicich homologické modelovani a techniky pkedi Pro nukleové kyseliny je to
NAB (Nucelic Acid Builder), ktery je saidsti AmberTools. Nastroje pro predikci
proteini jsou ve vyvoji. Strukturu zeme vizualizovat pomoci LEaP editoru nebo

pomoci jiného softwaru.

4.1.2. Generovani topologie, v¢b silového pole a paramedr
Gromacs

Pdb2gmx je utilita ke generovani topologie pro systémyzste z residui, jako
je praw protein. Residua jsou dil ¢asti, ze kterych se struktura sklada — v tomto
piipadc aminokyseliny. Topologie pro residua jsou obsaZenydatabazi. Utilita
konvertuje sotadnice z (.pdb) formatu do (.gro). Volbou silovéhale utime, jaké
parametry se maji gt z knihovny Gromacsu. Program takédfava struktie
chykgjici vodiky. Nekompletni vnini struktura nebo AK residua, kterym chybi atomy,
mohou vést k chyb Vstupnim souborem je (.pdb). Vystupnim souborenopologie
(.top), sotadnice (.gro) a soubor p@miho omezeni posre.itp, ktery bude vyuZit v
pozdsjSi ¢asti — fazi ekvilibrace. Pro molekuly, které nejsmainrnuté v databazi residui,
je uken nastrog_x2top.
Amber

V Amberu se topologie generuje pomoci utiligveamberparmv ¢asti LEaP.
Volba silového pole neni defaultni, ale stejako u Gromacsu ji Ize defauétmastavit.
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Volbou silového pole se tmu databdze (knihovny) residui a parametry. Progra
ocekava, Ze vSechny zbytky v (.pdb) souboru jstipgpeny v pdadi, ve kterém jsou
uvedeny. Symbol TER ukdoje fettzec. Do LEaP se soubor (.pdb)ctea pomoci
loadpdb. N&teny soubor definujeme pro LEaP jako jednotku,teecki dale pracujeme.
P pouziti saveamaberparmse vygeneruje topologie (.prmtop) aptEni sodadnice

(.inpcrd). Pro nestandardni residua jakornkpenzym musime pouzhtechamber.

4.1.3. Solvatace

VétSina biochemickych reakci se odehrava ve viskozpiostedi. Proto se
provadi solvatace, kter&iga k latce explicitni molekuly rozpodsiia. Molekuly vody
se ziskavaji z velkého boxu vody, ktera byla jizikrovana. Cely box vody jefpkryt

na protein a ty molekuly, které haéghkryvaji, jsou odstramy.

Gromacs

Utilita editconf definuje rozndr boxu agenboxho naplni rozpoustllem. Tvar
boxu mize byt krychle, nebo jiny, jako napkosa@tverny dvanactish, ktery ma jen
71% objemu krychle — u&eétpatet molekul, které jsour¢ba k solvataci a tim snizuje
vypocetni nargnost Glohy. Vstupnim a vystupnim souborem pro editge (.gro), ke
kteremu se fida informace o velikosti boxu. Pro genbox jsowpsiim souborem take
souadnice, vystupem jsou nové sadnice s fidanymi molekulami rozpoudtla a
aktualizovana topologie. Konfigurace rozpungt latky se generovala pomgaib2gmx,
konfigurace vybranych rozpowstel (rizné modely vody, methanol, gavina, v

n¢kterych silovych polich i ethanol a 1-propanols@easti Gromacsu.
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Obr. 4.1. Tvary solvatamich box. — kosd@tvere’ny dvanactisin a komoly osmish [8,
s.13].

Amber
Solvatace se provadi pomadlvateboxnebosolvateoct Vytvoii se tim box s
rozpoustdlem. Sowadnice a topologie aktualizovaného systému se upmihoci

saveamberparm neukladaji se automaticky po vykonaiikpzu jako u Gromacsu.

4.1.4. Pidani ionti
Gromacs

O naboji systému informuje topologie netimka z vystupypdb2gmx. Utilita
genion pridava do systému iontyi systém neutralizuje. Prgenion je poteba jako
vstup binarni soubor (.tpr), sestaveny pongroimpp. Vystupem je nova konfigurace
(.gro), textové soubory (.log) a aktualizovana toga (.top).
Amber

O celkovém naboji jednotky informujetiRaz charge Fridani ionfi nebo
neutralizace se proveddikazemaddions Utilita pfidava ionty dle pdteby na misto
nejnizsiho nebo nejvyssiho elektrostatického paédunc

4.1.5. Minimalizace energie

Nez se zéne s dynamikou, je nutné zajistit, aby systém #dié@adné prostorové
strety nebo nevhodnou geometrii. Struktura je optimmalna pomoci minimalizace
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energie. Prohledava seikka PES (Potential Energy Surface) a hledaji deilid
minima. Proces odstiigje vSechny silné van der Waalsovy repulze, kigrénbhly vést

k deformaci struktury.

Gromacs

Prvnim krokem je sestaveni binarniho souboru preosst (.tpr). Pro
minimalizaci energie se pouZziva programdrun. Vstupnim souborem je soubor (.tpr).
Vystupnimi soubory jsou minimalizovana struktuigrd), binarni soubor energii (.edr),
textovy soubor (.log),idpadré binarni soubor s trajekorii (.trr).
Amber

Minimalizace energie se vykonava utilit@ander. Z paatenich sodadnic
(.inpcrd), topologie (.prmtop) a parametrického tsmu (.in) dostaneme kot

souadnice (.rst), a informace otsehu minimalizace (.out).

4.1.6. Ekvilibrace
Tento proces probiha jako kratkghoMD. Pokud nejsou g@tesni rychlosti

znamy, piradi se podle Maxwell-Boltzmanovy distribuce.

Valocily

Obr. 4.2. Tvar Maxwell-Boltzmanovy distribuce[8, 4.
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Systém se nefive privede k poZzadované teptod pak k tlaku. Bhem této faze
je sledovano &kolik vlastnosti — zejména, tlak, teplota, hustetaenergie. Cilem
ekvilibrace je proveést simulaci tak, aby byly tytliciny stabilni v¢ase.

Gromacs

Vstupem je soubor (.tpr). Vystupemdrun jsou kontrolni soubor, ktery se piSe
ve stanovenych intervalech a obsahuje informaceéawogych veléinach v systému
(.cpt), soubor s energiemi (.edr), vyslednétadaice (.gro) a textovy soubor (.log).
Amber

Topologie (.prmtop), sdadnice (.rst), saadnice pro pozni omezeni (.rst) a
parametry (.in) jsoufiedanysanderu Vystupem jsou nové stadnice (.rst), trajektorie

(.mdcrd) a textovy soubor (.out).

4.1.7. Produkeni faze

Po stabilizaci teploty a tlaku systému kratkynthém MD se pechazi k
produlkéni fazi MD.

Volba ¢asového kroku nesmi byt mala, pak MD pokryva jereomenoucast
konformaniho prostoru adhem dlouhéh@asu vypétu pokryje jen kratkyas vyvoje
systéemu. HIiS velky krok zase zpsobi nestabilitu trajektorie a vzniklou energii
piekryvajicich se atoth Spravnycasovy krok je 1/10 nejkratSiho vikdirdho pohybu.
Priklad - vazba C-H vibruje s periodou 10 fs, sprawmggrani krokh = 1 fs.[2]

0
% QQQQQQ’“@

&

~98
i s080° %o
Pfilis maly krok Prilis velky krok Spravny krok

Obr. 4.3. Disledky volbyasového kroku [2]
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Gromacs

Vstupem je binarni soubor (.tpr). Ve MD provadi programmdrun.
Vypocet se nize provadt paralelg na vice procesorech nebo jadrech pro zvySeni
rychlosti. Vystupem budou, tak jako yeghozim pipads, étyti soubory.

Amber

Hlavnim vypa@etni utilitou je ogt sander. Z topologie (.prmtop), sdadnic z

piedchoziho &hu (.rst) a paramaitr(.in) dostaneme nové s@anice (.rst), trajektorii
(.mdcrd) a textovy soubor (.out).

4.1.8. Analyza

Vysledkem minimalizace energie je postupné snizDgnv case. Analyza
ekvilibrace se provede kontrolou energie, tepldkyku, objemu a hustoty systému,
které by se rly v ¢ase stabilizovat. K analyze produi faze se pouziva Sirokada
utilit.

Fille Edit Data Fiot View Window
100542, -616602]
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Obr. 4.4. Grafcasového vyvoje g programu Xmgrace.
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Obr. 4.5. Hodnoty energiifpprodukeni fazi MD.
Gromas

Nastroj g_energy vytvoii ze souboru (.edr) soubor (.xvg) se zvolenymi
informacemi. Software Xmgrace (http://plasma-gagézmann.ac.il/Grace) pomoci
vygenerovaného (.xvg) souboru vykresli gi@sovy vyvoj molekularni struktury lze

zobrazit pomoci utilityngmx.¢i jiného softwaru, jako nap VMD. Gromacs obsahuje

Sirokou paletu dalSich analyzdch utilit:

UTILITA FUNKCE
zobrazuje pimérné hodnoty vedin, jejich
g_energy ¢asovou zavislost (drift) a odchylky
g rms pocith odchylky (rmsd)
g bond analyza vazeb
g_rdf pcdita radiélni distribéni funcki
g_angle analyza uhl
g_hbond analyza vodikovych vazeb
g _tcaf pocitd viskozitu tekutin
g_potential pciita elektrostaticky potencial
g_density pocitd lokélni hustotu systému
g_angle pita dhel a vzdalenost mezi skupinami
g_dipole spaiita celkovy dipdl
g_spol analyzuje dip6ly kolem solutu
g_sorient analyzuje orientaci solventu kolem solutd

Tab 4.1. Piklady analyzanich nastraj

Amber

Vystupni soubor (.out) obsahujeepledné informace o hodnotach energie.
Analyza miZze prokhnout za pomoci skriptu process_mdout.perl, kteey nalézt na
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internetovych strankach
(http://www.rosswalker.co.uk/tutorials/amber_wortphr utorial_two/files/process_md

out.perl ) nebo pomoci utilitgtraj . Strukturu lze také zobrazit pomoci VMD.
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4.2. Formaty vstupnich a vystupnich souboi

4.2.1. Vstupni souwadnice
Souadnicové soubory informuji o ptu, poloze a jménech atdima residui.
Dale mohou obsahovat rychlosti nebo velikost boxu.

4.2.1.1. forméat (.pdb)
Je vstupnim souborem pro Gromacs i Amber. Zdrojeshau byt internetove
databaze. Pro jednoduché systémyizeme vyuZzit software pro molekularni

modelovani.

TITLE  Phenol
REMARK THIS IS A SIMULATION BOX
CRYST1 24.992 24.992 24.992 90.00 90.00 90.00 P 1 1

MODEL 1

ATOM 1 C1 MOL 1  4.160 25.190 24.530 1.00 0.00
ATOM 2 H1 MOL 1  3.360 24.470 24.410 1.00 0.00
ATOM 3 C2 MOL 1 4.600 25.880 23.390 1.00 0.00
ATOM 4 H2 MOL 1  4.360 25.480 22.420 1.00 0.00
ATOM 5C3 MOL 1  5.100 27.180 23.530 1.00 0.00
ATOM 6 H3 MOL 1  5.440 27.710 22.650 1.00 0.00
ATOM 7 C4 MOL 1  5.070 27.780 24.800 1.00 0.00
ATOM 8 H4 MOL 1  5.350 28.820 24.870 1.00 0.00
ATOM 9 C5 MOL 1  4.720 27.050 25.940 1.00 0.00

ATOM 10 H5 MOL 1 3.910 27.540 26.450 1.00 0.00
ATOM 11 C6 MOL 1  4.410 25.700 25.810 1.00 0.00
ATOM 12 O1 MOL 1  5.180 24.870 26.570 1.00 0.00
ATOM 13 H6 MOL 1  5.670 25.330 27.240 1.00 0.00
TER

ENDMDL

Obr 4.6. Fiklad (.pdb) souboru —molekula fenolu.

4.2.1.2. formét (.gro)
Souadicovy soubor vilastni pro Gromacs. Generovany pdraditconf nebo

vznikly jako vystup simulace.

Phenol
13
1IMOL C1 1 0416 2.519 2453
1IMOL H1 2 0.336 2447 2.441
1IMOL C2 3 0.460 2.588 2.339
IMOL H2 4 0436 2.548 2.242
1IMOL C3 5 0510 2.718 2.353
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IMOL H3 6 0.544 2.771 2.265
IMOL C4 7 0507 2.778 2.480
IMOL H4 8 0.535 2.882 2.487
IMOL C5 9 0472 2.705 2.594
IMOL H5 10 0.391 2.754 2.645
IMOL C6 11 0441 2570 2.581
IMOL O1 12 0518 2.487 2.657
IMOL H6 13 0.567 2.533 2.724
249920 2.49920 2.49920

Obr. 4.7. Riklad (.gro) souboru — molekula fenolu.
4.2.1.3. forméat (.inpcrd)

Amberovské satadnice generované pomoci LEaP.

MOL
13
4.1600000 25.1900000 24.5300000 3.3600000 24.4700000 24.4100000
4.6000000 25.8800000 23.3900000 4.3600000 25.4800000 22.4200000
5.1000000 27.1800000 23.5300000 5.4400000 27.7100000 22.6500000
5.0700000 27.7800000 24.8000000 5.3500000 28.8200000 24.8700000
4.7200000 27.0500000 25.9400000 3.9100000 27.5400000 26.4500000
4.4100000 25.7000000 25.8100000 5.1800000 24.8700000 26.5700000
5.6700000 25.3300000 27.2400000

Obr 4.8. Fiklad (.inpcrd) souboru —molekula fenolu.

4.2.1.4. format (.mol2)

Amberovské satadnice generované antechamberem.

@<TRIPOS>MOLECULE
MOL

13 13 1 0 0
SMALL

bce

@<TRIPOS>ATOM
1C1 41600 25.1900 24.5300ca  1MOL -0.156600
2 H1 3.3600 24.4700 24.4100ha  1MOL  0.149900
3C2 46000 25.8800 23.3900ca  1MOL -0.097400
4 H2 43600 254800 22.4200ha  1MOL  0.133200
5C3 5.1000 27.1800 23.5300ca  1MOL -0.165000
6 H3 5.4400 27.7100 22.6500ha  1MOL  0.134200
7C4 5.0700 27.7800 24.8000ca  1MOL -0.091900
8 H4 5.3500 28.8200 24.8700ha  1MOL  0.131600
9C5 4.7200 27.0500 25.9400ca  1MOL -0.213200
10 H5 3.9100 27.5400 26.4500 ha 1MOL  0.132700
11 C6 44100 25.7000 25.8100 ca 1MOL  0.123100
12 01 5.1800 24.8700 26.5700 oh 1MOL -0.498800
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13 H6 5.6700 25.3300 27.2400 ho 1MOL  0.418300
@<TRIPOS>BOND
11 21
1 3ar
1 1Mar
3 41
3 bar
5 61
5 Tar
7 81
7 9ar
9 101
1 9 MMar
12 11 121
13 12 131
@<TRIPOS>SUBSTRUCTURE
1 MOL 1 TEMP Q *** w0 ROOT

o ~NooThwdN

10

Obr. 4.9. Fiklad (.mol2) souboru —molekula fenolu.

4.2.2. Topologicky soubor

Popisuje propojeni mezi atomyjii@zeni ty@ jednotlivym atondim a jejich
interakkni parametry. Ke generovani topologie je ipba soiadnicovy soubor s
kartézskymi sotadnicemi vSech atoin Jako dalSi krok nasleduje definice silového

pole. Vysledny soubor obsahuje informace o atomeatach, thlech, torznich uhlech,

nabojich a dalSim.

4.2.2.1. Gromacsovskeé topologie
V Gromacsu jsouiit typy topologickych soubdr

1) systémova topologie (.top)

Soubor popisuje topologii celého systému. Systémowopologii musime
vygenerovat. Na zatku je zahrnuta informace o zvoleném silovém pad,obr. 4.11.
Kazda sekce obsahuje informace ve sloupcich. Syst&rtopologie musi obsahovat
praw jednu sekci [system], ktera definuje nazev systé@nsekci [molecules], ve které
se udavéa peet molekul jednotlivych tyfp molekul. Detailni topologie typmolekul je
bud’ obsaZzena v samostatnych (.itp) souborech a vioibhstidkci include, neboifmo
obsaZzena v sekcich [moleculetype] definujicich JSida podsekcich topologii

molekuly; [atoms] definuje atomy — néi¢lo atomu), type (ffazeny typ na zaklad
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vybéru silového pole), naboj a nabojové skupiny. Nabéjskupiny by nily byt voleny
tak, aby jejich celkovy naboj byl blizky nule. Sekfbonds] wuje vazby - funct 1
popisuje vazbu harmonickym potenciadlem. Sekce $p@opisuje atomy, které jsou od
sebe oddeny temi vazbami, tzv. 1-4 péary. DalSi sekce jsou utdpgles], torze
[dihedrals]. Piklad topologického soubbwiz obr.4.10, 4.11

2) vlozZena topologie (.itp)

Soubor je zahrnut v ramci systémové topologie, ndgdi jen ¢ast systému
topologie jako samostatny soubor, hajzné druhy rozpouétlla, ionty nebo jednotlivé
molekuly. Najdeme ho v gromacsovské databazi ptendr silové pole nebo pouZijeme
uzivatelsky vytveéené. Také definuji vazebné a nevazebné interakcatpmy.

3) reziduova topologie (.rjp

Residuum je stavebnim bloken®t$iho celku. Progranpdb2gmx pouziva

informace ve své databazi residui k sestavenimsysté topologie.

Topologie se generuje pomoci sadnicového souboru a definovanim silového
pole. Program iirazuje pro molekuly molekulovy typ, naboje a daldfgmetry podle
své vnitni databaze. itkladem pro generovani topologie pro utility budemolekula
fenolu (fenol.pdb), 2) protein lyzozym (1AKI.pdb).

Utilita pdb2gmx prevadi soiadnicovy soubor (.pdb) do forméatu (.gro) a
generuje topologii (.top). Je vhodny pro molekulgZenych s residui, které jsou
pieddefinované v datab&zi. Pro malé molekuly, kteegsau explicitd zahrnuty,
vhodny neni. B generovani topologie pro molekulu lyzozymu je dsyy. Topologie se
generuje fikazem:

pdb2gmx -f 1AKl.pdb -0 1AKI.gro
Po zobrazeni nabidky silovych poli vybereme rna@PLS-AA. Topologie se
vygenerovala usgne jako soubor topol.top.iPstejném postupu pro molekulu fenolu
skorti proces chybou, protoze tato molekula neni v datiglko residuum.

Nastrojx2top (g_x2top pro aktualni verzi 4.3.5) je dalSi mozZnosti, jakerovat

topologii. Rikaz pro vytvdeni topologie pro molekulu fenolu:
x2top -f fenol.pdb -o fenol.top
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Include forcefield parameters
#include "ffoplsaa.itp"

File 'phenol_x2top.top' was generated

By user: fey (62843)
On host: hermes.prf.jcu.cz

At date: Tue Mar 29 14:24:12 2011

This is your include topology file
Generated by x2top

[ moleculetype ]

; Name

ICE

[atoms ]

;onr
1

2
3
4
5
6
7
8

9
10
1
12
13

[ bqnds ]

, al

O©C O NN WW—- =

11
12

3

opls_145
opls_140
opls_145
opls_140
opls_145
opls_140
opls_145
opls_140
opls_145
opls_140
opls_145
opls_154
opls_155

aj funct

nrexcl

1

[N QI G

—_ a a

MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL
MOL

c0

ci

type resnr residue atom cgnr

charge
-0.12
0.06
-0.12
0.06
-0.12
0.06
-0.12
0.06
-0.12
0.06
0.12
-0.683
0.418

c2

mass typeB chargeB
12.011 ;qtot-0.12
1.008 ; gtot-0.06
12.011 ;qtot-0.18
1.008 ;qtot-0.12
12.011 ;qtot-0.24
1.008 ;qtot-0.18
12.011 ;qtot-0.3
1.008 ;qtot-0.24
12.011 ;qtot-0.36
1.008 ;qgtot-0.3
12.011 ;qtot-0.42
15.9994 ; qtot-1.103
1.008 ;qtot-0.685

c3

2 1 1.080000e-01 4.000000e+05 1.080000e-01 4.000000e+05
3 1 1.400000e-01 4.000000e+05 1.400000e-01 4.000000e+05

©Woo~No oS

—_
)

1 1.400000e-01 4.000000e+05 1.400000e-01 4.000000e+05
1 1.080000e-01 4.000000e+05 1.080000e-01 4.000000e+05
1 1.400000e-01 4.000000e+05 1.400000e-01 4.000000e+05
1 1.080000e-01 4.000000e+05 1.080000e-01 4.000000e+05
1 1.400000e-01 4.000000e+05 1.400000e-01 4.000000e+05
1 1.080000e-01 4.000000e+05 1.080000e-01 4.000000e+05
1 1.400000e-01 4.000000e+05 1.400000e-01 4.000000e+05
1 1.080000e-01 4.000000e+05 1.080000e-01 4.000000e+05
1 1.390000e-01 4.000000e+05 1.390000e-01 4.000000e+05

12 1 1.360000e-01 4.000000e+05 1.360000e-01 4.000000e+05
13 1 9.490000e-02 4.000000e+05 9.490000e-02 4.000000e+05

[pairs ]

;ai

~NOoO O OO PR, PR BDBWWWMNNNONN -

aj funct
6 1
71
10 1
13 1
4 1
5 1
9 1
12 1

c0

ci

c3
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8 10 1

8 11 1
9 13 1
10 12 1
[angles ]
;ai aj akfunct c0 cl c2 c3
2 1 3 1 1.180000e+02 4.000000e+02 1.180000e+02 4.000000e+02
2 1 11 1 1.180000e+02 4.000000e+02 1.180000e+02 4.000000e+02
3 1 11 1 1.200000e+02 4.000000e+02 1.200000e+02 4.000000e+02
13 4 1 1.190000e+02 4.000000e+02 1.190000e+02 4.000000e+02
13 5 1 1.190000e+02 4.000000e+02 1.190000e+02 4.000000e+02
4 3 5 11.210000e+02 4.000000e+02 1.210000e+02 4.000000e+02
3 5 6 1 1.190000e+02 4.000000e+02 1.190000e+02 4.000000e+02
3 5 7 1 1.190000e+02 4.000000e+02 1.190000e+02 4.000000e+02
6 5 7 1 1.220000e+02 4.000000e+02 1.220000e+02 4.000000e+02
5 7 8 1 1.180000e+02 4.000000e+02 1.180000e+02 4.000000e+02
5 7 9 1 1.210000e+02 4.000000e+02 1.210000e+02 4.000000e+02
8 7 9 1 1.210000e+02 4.000000e+02 1.210000e+02 4.000000e+02
7 9 10 1 1.100000e+02 4.000000e+02 1.100000e+02 4.000000e+02
7 9 11 1 1.190000e+02 4.000000e+02 1.190000e+02 4.000000e+02
10 9 11 1 1.090000e+02 4.000000e+02 1.090000e+02 4.000000e+02
1 11 9 1 1.190000e+02 4.000000e+02 1.190000e+02 4.000000e+02
1 11 12 1 1.130000e+02 4.000000e+02 1.130000e+02 4.000000e+02
9 11 12 1 1.140000e+02 4.000000e+02 1.140000e+02 4.000000e+02
11 12 13 1 1.130000e+02 4.000000e+02 1.130000e+02 4.000000e+02
[ dihedrals ]
;ai g ak alfunct c0 cl c2 c3 c4 c5
11 1 3 5 3 1.490000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00 1.490000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00
3 1 11 9 3 2370000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00 2.370000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00
1 3 5 7 3 1.680000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00 1.680000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00
3 5 7 9 3 2050000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00 2.050000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00
5 7 9 11 3 1.820000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00 1.820000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00
7 9 11 1 3 1.360000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00 1.360000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00
1 11 12 13 3 2.820000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00 2.820000e+02 5.000000e+00 3.000000e+00
[system]
; Name
ICE
[ molecules ]
; Compound #mols
ICE 1

Obr 4.10. Riklad (.top) souboru generovanéhdkazem x2top — molekula fenolu
Program vytvéi topologii avSak varuje, Ze naboje generovanéactiptocesem nejsou

piesné a je dobré si je &t podle jiného zdroje. Pro velké systémy neliiop vhodny.
Pokus o vytveéeni topologie pro lyzozym se ne#illa
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DalSi moznost, jak generovat topologii nabizi gkmijixtop (neni sodasti Gromacsu).
Skript Ize stahnout (http://labmm.ig.ufrj.br/mktppPikazy ke generovani topologie:

chmod u+rxw mktop.pl

Imktop.pl -i fenol.pdb -c charges.ixt -t topology.top

; Include forcefield parameters
#include "/usr/local/bin/gromacs-4.0.4/share/top/ffoplsaa.itp"

[ moleculetype ]

: Name nrexcl
MOL 3
[atoms ]

; nr o type resnrresidue atom cgnr charge  mass typeB chargeB  massB

1 opls_145 1 MOL C1 1 -0.22805 12.011
2 opls_146 1 MOL H1 1 0.17609 1.008
3 opls_145 1 MOL C2 2 -0.19686 12.011
4 opls_146 1 MOL H2 2 017725 1.008
5opls_145 1 MOL C3 3 -0.14955 12.011
6 opls_146 1 MOL H3 3 0.14961 1.008
7 opls_145 1 MOL C4 4 -0.19686 12.011
8 opls_146 1 MOL H4 4 017725 1.008
9 opls_145 1 MOL C5 5 -0.22805 12.011
10 opls_146 1 MOL H5 5 0.17609 1.008
11 opls_220 1 MOL C6 6 0.30608 12.011

12 opls_154 1 MOL 01 6 -0.54018 15.9994
13 opls_155 1 MOL H6 6 0.37716 1.008

[ bonds ]

1111 0.140 265265.6
131 0.140 392459.2

121 0.108 307105.6

351 0.140 392459.2

341 0.108 307105.6

571 0.140 392459.2

561 0.108 307105.6

791 0.140 392459.2

781 0.108 307105.6

9111 0.139 265265.6
9101 0.108 307105.6
11121 0.136 267776.0
12131 0.095 462750.4

[angles ]

11191 118.594 334.720
111121 112.866 418.400
1351 119.167 527.184
1341 118.650 292.880
21111 118.379 513.800
2131 117.937 292.880
31111 120.497 585.760
3571 118.645 527.184
3561 119.062 292.880
4351 120.990 292.880
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5791 121.292 527.184
5781 117.685 292.880
6571 122187 292.880
79111 119.092 585.760
79101 109.715 292.880
8791 121.007 292.880
911121 114.377 418.400
109111 108.581 513.800
1112131 112.955 460.240

[ dihedrals ] [ pairs ]
311193 931
211193 921
3111123 1231
2111123 1221
111353 5111
21353 521
111343 4111
21343 421
13573 711
43573 741
13563 611
43563 641
35793 931
65793 961
35783 831
65783 861
579113 1151
879113 1181
579103 1051
879103 1081
791113 171
1091113 1101
7911123 1271
10911123 12101
11112133 1311
91112133 1391
[ dihedrals ] [ system]
111321 improper_Z_CA_X_Y ; Name
13541 improper_Z CA_X_Y MKTOP
35761 improper_Z_CA_X_Y
57981 improper_Z_CA_X_Y [ molecules ]
7911101 improper_Z CA_X_Y ; Compound #mols
MOL 1

Obr 4.11. Riklad (.top) souboru generovaneho skriptem mktamiekula fenolu.

4.2.2.2. Amberovska topologie
Amberovska systémova topologie také popisuje pargmgro systém, ale
soubor je nefehledny, neni tak dabé citelny jako gromacsovsky (.top). Pro lepsi

piehled dat se pouziva ke zpracovani (.prmtop) aiptita] .
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%VERSION VERSION_STAMP =V0001.000 DATE = 04/12/11 00:09:53
%FLAG TITLE
%FORMAT(20a4)

%FLAG POINTERS
%FORMAT(1018)
2202 16 1201 1021 2166 1381 4229 3433 0 0
11053 207 1021 1381 3433 43 89 42 30 1
0 0 0 0 0 0 0 0 24 0
0
%FLAG ATOM_NAME
%FORMAT(20a4)
N H1 H2 H3 CA HA CB HB2HB3 CG HG2 HG3 CD HD2 HD3 CE HE2 HE3 NZ HZ1
HZ2HZ3C O N H CA HA CB HB CG1HG11HG12HG13CG2 HG21HG22HG23C O
N H CA HA CB HB2HB3CG CD1HD1CE1HE1 CZ HZ CE2 HE2 CD2HD2C O
N H CA HA2HA3C O N H CA HA CB HB2HB3CG HG2HG3 CD HD2HD3
NE HE CZ NH1HH11HH12NH2 HH21HH22C O N H CA HA CB HB2HB3 SG HG
C O N H CAHA CB HB2HB3 CG HG2HG3 CD OE1 OE2C O N H CA
HA CB HB2HB3 CG HG CD1HD11HD12HD13CD2 HD21HD22HD23C O N H CA HA
CB HB1HB2HB3C O N H CA HA CB HB1HB2HB3C O N H CA HA
CB HB1HB2HB3C O N H CA HA CB HB2HB3CG HG2HG3 SD CE HE1HE2
HE3C O N H CA HA CB HB2HB3CG HG2HG3 CD HD2HD3 CE HE2 HE3 NZ

Obr. 4.12. Riklad casti (.prmtop) souboru — molekula lysozymu.

1962: CD2 -0.41630 12.0 (129:LEU) CT BLA
1963: HD21 0.10380 1.0 (129:.LEU) HC BLA
1964: HD22 0.10380 1.0 (129:.LEU) HC BLA
1965: HD23 0.10380 1.0 (129:.LEU) HC BLA
1966: C  0.83260 12.0 (129:LEU) C BLA

1967: O -0.81990 16.0 (129:LEU) O2 BLA

1968: OXT -0.81990 16.0 (129:.LEU) 02 BLA

1969: O -0.83400 16.0 ( 130:WAT) OW BLA
1970: H1 0.41700 1.0 ( 130:WAT) HW BLA
1971: H2 0.41700 1.0 ( 130:WAT) HW BLA
1972: O -0.83400 16.0 ( 131:WAT) OW BLA
1973: H1 0.41700 1.0 (131:WAT) HW BLA
1974: H2 0.41700 1.0 (131:WAT) HW BLA
1975: O -0.83400 16.0 ( 132:WAT) OW BLA
1976: H1 0.41700 1.0 (132:WAT ) HW BLA
1977: H2 0.41700 1.0 (132:WAT ) HW BLA

Obr 4.13. Zobrazendasti (.prmtop) souboru pomoci ptraj — molekula kysou.

Utilita saveamberparmgeneruje sadiadnice (.inpcrd) a topologii (.prmtop) ze
soudadnicového souboru (.pdb). Je vhodna pro systéaiesé z residui.iBd pouzitim
saveamberparm nejdive pomoci textoveho editoru editujeme (.pdb) soubo

odstranime&adky s REMARK, jinak se generovani topologie nézda

1.Spu&ni LEaP, nateni parametfr pro silové pole
tleap —s —f leaprc.ff99SB
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2. Definovani jednotky
sys = loadpdb 1AKl.pdb
3. UloZeni topologie a séadnic

saveamberparm sys 1AKI.prmtop 1AKLinpcrd

Vytvoreni topologie pro lysozym bylo GuSné. Bi generovani topologie pro
fenol uz se p nacteni molekuly objevi upozoéni, Ze atomy nejsou v ramci residua.
Topologie se nevytwd, proto musime pouZit jiny postupntechamber generuje
topologie pro molekuly, které nejsou v databaziiceis Cerpala jsem z tutorialu
(http://ambermd.org/tutorials/basic/tutorial4b/)pbdogie pro molekulu fenolu se

vytvorii prikazy:

1.Generovani mol2 souboru:
antechamber -i fenol.pdb -fi pdb -0 fenol.mol2 -fo mol2 -¢ bee -s 2
2. Kontrola parameilr, vytvoreni parametrického souboru frcmod pro LEaP
parmchk -i fenol.mol2 -f mol2 -o fenol.frcmod
3. Spus&ni LEaPu
tleap -f leaprc.ffO9SB
4. Nateni paratefr pro silové pole GAFF
source leaprc.gaff
5. Definovani jednotky do LEaP napys, kterou je molekula fenolu ve formatu mol2
SYS = loadmol2 fenol.mol2
6. Kontrola parametr
check SYS
7. Nateni parametr
loadamberparams fenol.frcmod
8. Vytvoreni knihovny
saveoff SYS sys.lib
9. Vytvoreni topologie a sdadnic

saveamberparm SYS fenol.prmtop fenol.inpcrd
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4.2.2.3. Prevadc topologie a sokadnic Amber— Gromacs
Pearl skript amb2gmx (http://ffamber.cnsm.csulb/acbb2gmx.pl) umaiuje

vytvorit z (.prmtop) a (.inpcrd) soubibgromacsovske (.top) a (.gro)

1. Vytvoreni spustitelného programu
chmod a+x amb2gmx.pl
2. Spu&ni amb2gmx

./ amb2gmx.pl --prmtop voda_ionty.prmtop --crd voda_ionty.inpcrd --outname voda_ionty

4.2.3. Parametrické soubory
Soubory slouZi k nastaveni paramgiro kazdy typ vypé&u. V Gromacsu maji
koncovku (.mdp), v Amberu (.in).fRlady soubaoll jsou ¢erpany z tutorid (viz ¢ast

4.4.3). Jsou chronologickyiszeny tak, jak se pouZivaji v procesu MD.

4.2.3.1. Parametry pro Gromacs (.mdp)
Minimalizace energie — minim.mdp

; minim.mdp - used as input into grompp to generate em.tpr
; Parameters describing what to do, when to stop and what to save

integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)

emtol =1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 1000.0 kJ/mol/nm
emstep =0.01 ; Energy step size

nsteps =50000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform

; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the interactions

nstlist =1 ; Frequency to update the neighbor list and long range forces
ns_type =grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)
rlist =1.0 ; Cut-off for making neighbor list (short range forces)
coulombtype  =PME ; Treatment of long range electrostatic interactions

rcoulomb =1.0 ; Short-range electrostatic cut-off

rvdw =1.0 ; Short-range Van der Waals cut-off

pbc = Xyz ; Periodic Boundary Conditions (yes/no)

Obr. 4.14. Fiklad (.mdp) souboru pro minimalizaci energie.
Soubor utuje typ algoritmu pro vypiet, zde metodu nejtSiho spadu

(integrator=steep). Délefipjaké hodnat maximalni sily se m& minimalizace ukin

(emtol) [kJ/(mol x nm)] a maximalni velikost kroKkemstep) [nm] a maximalni pet
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krokt minimalizace (nsteps). Nstlistawje frekvenci aktualizovani seznamu sousednich
castic. Rlist pro & urcuje vzdalenost cutoffu. Coulombtypéka, jak modelovat
elektrostatiku. Rcoulomb &uje vzdalenost pro Coulombicky cutoff. Rvdwcuje
vzdalenost cutoffu pro Lennard-Joftesnebo Buckingham potencidly. Uvedené
periodické okrajové podminky (pbc) jsou pro 3-Dnge.

NVT Ekvilibrace — nvt.mdp

title = OPLS Lysozyme NVT equilibration

define =-DPOSRES ; position restrain the protein

; Run parameters

integrator =md ; leap-frog integrator

nsteps = 50000 ; 2*50000 =100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstxout =100 ; save coordinates every 0.2 ps

nstvout =100 ; save velocities every 0.2 ps

nstenergy =100 ; save energies every 0.2 ps

nstlog =100 ; update log file every 0.2 ps

; Bond parameters

continuation =no ; first dynamics run

constraint_algorithm = lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Neighborsearching

ns_type = grid ; search neighboring grid cels

nstlist =5 110 fs

rlist =1.0 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)
rcoulomb =1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)
rvdw =1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

: Electrostatics

coulombtype =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on

tcoupl = V-rescale : modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref_t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling is off

pcoupl =no ; no pressure coupling in NVT

; Periodic boundary conditions

pbc = Xyz ; 3-DPBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres : account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen_vel =yes ; assign velocities from Maxwell distribution
gen_temp =300 ; temperature for Maxwell distribution
gen_seed =1 ; generate a random seed

Obr. 4.15. Piklad souboru (.mdp) pro nvt fazi ekvilibrace.
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Pomoci NVT souboru ma systém dosahnout stabilnhdiydteploty. Soubor
definuje pouzity algoritmus (integrator), &t kroki (nsteps) aasovy krok (dt) [ps].
Nastavuje i vystupni parametry - po kolika krocéehukladaji informace o stadnicich
(nstxtout), rychlostech (nstvout), energii (nsteyygr

V sekci termostatovani je agma teplota, ke které chceme nas systénvegt
(ref_t) [K], termostatované skupiny (tc_grps), tygsmostatu (tcoupl) a jeho relaxa
¢as (tau_t) [ps]. Rychlosti jsouipazeny z Maxwellovy distribuce (gen_velj peplog
300 K (gen_temp), barostat je vypnuty (pcoupl=no).

NPT Ekvilibrace — npt.mdp
title = OPLS Lysozyme NPT equilibration

define =-DPOSRES ; position restrain the protein
; Run parameters

integrator =md ; leap-frog integrator

nsteps =50000 ; 2*50000 =100 ps

dt =0.002 ;2fs

; Output control

nstxout =100 ; save coordinates every 0.2 ps
nstvout =100 ; save velocities every 0.2 ps
nstenergy =100 ; save energies every 0.2 ps
nstlog =100 ; update log file every 0.2 ps
; Bond parameters

continuation =yes ; Restarting after NVT

constraint_algorithm = lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs_iter =1 ; accuracy of LINCS

lincs_order =4 ; also related to accuracy

; Neighborsearching

ns_type =grid ; search neighboring grid cels

nstlist =5 ;10fs

rlist =1.0 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)

rcoulomb =1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)

rvdw =1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics

coulombtype  =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing  =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau_t =0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref_t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling is on

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Pressure coupling on in NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors

tau_p =20 ; time constant, in ps
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ref_p =1.0
compressibility = 4.5e-5
; Periodic boundary conditions
pbc = Xyz

; Dispersion correction
DispCorr = EnerPres

; Velocity generation

gen_vel =no

; reference pressure, in bar

; isothermal compressibility of water, bar*-1

:3-D PBC
; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation is off

Obr. 4.16. Fiklad souboru (.mdp) pro npt fazi ekvilibrace.

Pomoci NPT souboru se stabilizuje tlak a tim i biassystému. Oproti NVT

souboru ma &kolik zmen: definované parametry pro barostatovani anmgrnou

hodnotu tlaku, které chceme dosahnout (ref_p) [lgp]barostatu (pcoupl), izotropicky

typ barostatovani (pcoupltype) - box bude expandévae stahovat rovnogmé ve

vSech smrech k zachovani spravného tlaku, ¢asovou konstantou (tau_p)[ps],

stlatitelnosti solventu pouZitého v simulaci (compretisiplbar™], zde defaultni

nastaveni pro voduip 300 K na 1 bar. Rychlosti se negeneruji (gen_nel3.

Pokrauje se v simulaci z NVT faze ekvilibrace (continaatyes).

Produk’ni faze — md.mdp

; leap-frog integrator

=500000; 2 * 500000 = 1000 ps, 1 ns

12fs

; save coordinates every 2 ps

; save velocities every 2 ps

; xtc compressed trajectory output every 2 ps
; save energies every 2 ps

; update log file every 2 ps

title = OPLS Lysozyme MD
; Run parameters
integrator =md
nsteps

dt =0.002
; Output control

nstxout =1000
nstvout =1000
nstxtcout =1000
nstenergy =1000
nstlog =1000
; Bond parameters
continuation =yes

constraint_algorithm = lincs

constraints = all-bonds
lincs_iter =1

lincs_order =4

; Neighborsearching

ns_type =grid
nstlist =5

rlist =1.0

rcoulomb =1.0

rvdw =1.0

; Restarting after NPT

; holonomic constraints

; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
; accuracy of LINCS

; also related to accuracy

; search neighboring grid cels
;10 fs
; short-range neighborlist cutoff (in nm)
; short-range electrostatic cutoff (in nm)
; short-range van der Waals cutoff (in nm)

44



; Electrostatics

coulombtype  =PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme_order =4 ; cubic interpolation

fourierspacing =0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau_t =01 0.1 ; time constant, in ps

ref_t =300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling is on

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Pressure coupling on in NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors

tau_p =20 ; time constant, in ps

ref_p =1.0 ; reference pressure, in bar

compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, bar*-1
; Periodic boundary conditions

pbc = Xyz ; 3-D PBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen_vel =no ; Velocity generation is off

Obr. 4.17. Piklad (.mdp) souboru pro proddaki fazi MD

Hodnoty pro termostatovani a barostatovani jsowbbé jako v NVT a NPT
souborech, pouze doba simulace i intervaly ukla#t@nfuguraci a mezivysledksou
prodlouzeny.

4.2.3.2. parametry pro Amber (.in)
Minimalizacie energie -minl.in, min2.in

energy minimization stage 1
&entrl
imin=1, maxcyc=5000, ncyc=2500,
cut=10.0, ntb=1,
ntc=1, ntf=1,
ntpr=10,
ntr=1,
restraintmask="1-500',
restraint_wt=2.0
/

energy minimization stage 2
&cntrl
imin=1, maxcyc=10000, ncyc=5000,
cut=10.0, ntb=1,
ntc=1, ntf=1,
ntpr=10,
/

Obr. 4.18. Riklady (.in) soubak pro minimalizaci energie
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Prvni soubor aplikuje poaii omezeni na molekulu rozpasé latky
(specifikovanocisly atonmii, zde 1-500), minimalizuje se solvent. Druhy soulper
predpisem pro minimalizaci energie celého systémukovigiva se minimalizace
(imin=1) s maximalnim ptem kroki (maxcyc). Nejdive se provadi metoda néfgiho
spadu, kterd se po zvolenémcpo cykli (ncyc) gepne na konjugované gradienty.
Velikost interakniho dezu uki (cut) [A]. Pouzivaji se periodické okrajové podiy
(ntb=1), algoritmus SHAKE neni aktivni (ntc=1). dnfhace o hodnétenergie budou
zaznamenavany do souboru (.out) ve zvoleném irterfrapr). Pozini omezeni se
provadi pomoci harmonického potencialu (ntr <lisla residui, kter4 budou pomé
omezena, budou definovana v restraintmask. Silawdstanta pro omezeni je dana

(restraint_wt).

Ohrev systému — heat.in

heating

&entrl

imin=0,irest=0,ntx=1,
nstlim=25000,dt=0.002,
ntc=2,ntf=2,

cut=10.0, ntb=1,

ntpr=500, ntwx=500,

ntt=3, gamma_In=2.0,
tempi=0.0, temp0=300.0,
ntr=1, restraintmask=".1-500",
restraint_wt=1.0,

nmropt=1

/

&wt TYPE="TEMPOQ', istep1=0, istep2=25000,
value1=0.1, value2=300.0, /
&wt TYPE='END'/

Obr. 4.19. Piklad (.in) souboru pro otev.

Cilem je postupny dBv systému z 0 na 300 K. UZiva se pokziomezeni na
molekulu rozpu&né latky. Vykonava se MD (imin=0), bez d@einich rychlosti
(ntx=1). Soubor wuje simulaci poet kroki (nstlim) acasovy krok (dt). Algoritmus
SHAKE je aktivni pro vazby zahrnujici vodik (ntc=2hformace o saiadnicich se

46



zapisuji do (.mdcrd) souboru po zvolenéngtpdkroki (ntwx). PouZiva se Langevin
termostat (ntt=3), coz vyZzaduje definici paramefgamma_In). Je dena pdateni
teplota (tempi) a kord@a teplota, které ma systém dosahnout (temp0). Fdgm

poziniho omezeni @uje (nmropt=1).

Ekvilibrace — equil.in

equilibration

&entrl

imin=0, irest=1, ntx=5,
nstlim=250000, dt=0.002,

ntc=2, ntf=2,

cut=10.0, ntb=2, ntp=1, taup=2.0,
ntpr=500, ntwx=500, ntwr=5000,
ntt=3, gamma_In=2.0,
temp0=300.0,

Obr. 4.20. Riklad (.in) souboru pro ekvilibraci.

Predpis uéuje konstantni tlakové podminky a izotropické Skald pozic
(ntp=1). P@ateni rychlosti jsou zapsany ve vstupnim igmnicovém souboru
(irest=1). Konstantni tlak je &en (ntb =2). Teplota je udrZzovana na 300 K pomoci
Langevinova termostatu casovou konstantou (taup).Algoritmus SHAKE je pounat

omezeni vodik (ntc=2). Po utfitém paitu kroki (ntwr) bude psén (.rst) soubor.

Produk’ni faze

production dynamics

&entrl

imin=0, irest=1, ntx=5,
nstlim=5000000, dt=0.002,

ntc=2, ntf=2,

cut=10.0, ntb=2, ntp=1, taup=2.0,
ntpr=1000, ntwx=1000, ntwr=50000,
ntt=3, gamma_In=2.0,
temp0=300.0,

/

Obr. 4.21. Piklad (.in) souboru pro produki fazi MD
Predpis pro produkni fazi obsahuje stejné parametry jako soubor equgouze

ma zvolen del&fasovy krok.
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4.3. Préace s utilitami
Nasledujici vyet utilit Gromacsu a Amberu neni kompletniméteym vSech

moznosti, které jsou velice Siroké. Zahrnuje v&akadni postupy a volby.

4.3.1. Gromacs

Pracuje se naffkazoveéiadce. Zadanim nazvu utility, spolu sikazovymi
volbami se vykona pozadovany proces. Kazda utigromacsu s volbou —h (nap
editconf —h) vypiSe napeédu programu, zakladni informace se zobrazi i zadadzvu
programu bez argumentMenu dostupnych voleb ukazuje, jak je specifikpkieré
jsou povinné, zda jsou parametry vstupni nebo yystujejich defaultni hodnoty a
povolené formaty soubor

) g_bond (-

Option  Filename Type Description

trajxtc  Input Trajectory: xtc trr trj gro g96 pdb cpt
index.ndx  Input Index file
topol.tpr  Input, Opt.  Structure+mass(db): tpr tpb tpa gro g96 pdb
bonds.xvg Output  xvgr/xmgr file
bonds.log  Output, Opt. Log file
distance.xvg  Output, Opt. xvgr/xmgr file

R S R T T |
o — o »nw S5

Option  Type Value Description

-[nojh bool no  Print help info and quit
-[no]version bool no  Print version info and quit

-nice int 19  Set the nicelevel
b time 0  First frame (ps) to read from trajectory
- time 0  Lastframe (ps) to read from trajectory

-dt time 0  Only use frame when t MOD dt = first time (ps)
-[nojw bool no  View output xvg, xpm, eps and pdb files

-Xvg enum xmgrace xvg plot formatting: xmgrace, xmgr or none
-blen real -1 Bond length. By default length of first bond

-tol real 0.1 Half width of distribution as fraction of blen
-[noJaver  bool yes Average bond length distributions
-[nojaverdist bool yes Average distances (turns on -d)

Obr. 4.22. Moznosti utility g_bond.
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4.3.1.1. Vybrané utility pro pipravu systému

pdb2gmx

Utilita ¢te sodadnicovy soubor a generuje preéj iopologii a sosadnicovy soubor
(.gro). Dopfuje téz struktte chylgjici vodiky. Po vyvolani se zobrazi nabidka silavéh
pole a po jeho vyu se natou prislusné soubory z databaze. Generuje se topologie
pouze pro strukturu, ktera je sloZzena z popsangsidui. Pdb2gmxte soubor s
atomovymi typy s koncovkou (.atp) a databazi resicesiduetypes.dat. Pokud se
residuum nenajde, topologie se nevytvdsou metody, jakifwat vlastni residua do
databaze, ale nejsou pro¢ag v ramci pdb2gmx. Volitekh program umi nastavit
podminky pro vazbu vodiku dma geometrickymi kritérii — specifikovanim maximialn
donor-akceptorové vzdalenosti a uhlu.

Nabidka silovych poli:

Opening library file /fafs/ics.muni.cz/software/gromacs-4.0.7/amd64 linux26/share
/gromacs/top/FF.dat

Select the Force Field:

@: GROMOS96 43al force field

GROMOS96 43a2 force field (improved alkane dihedrals)
GROMOS96 45a3 force field (Schuler JCC 20881 22 1285)

: GROMOS96 53a5 force field (JCC 26804 vol 25 pag 1656)
GROMOS96 53a6 force field (JCC 2884 vol 25 pag 1656)
OPLS-AA/L all-atom force field (2081 aminoacid dihedrals)
[DEPRECATED] Gromacs force field (see manual)
[DEPRECATED] Gromacs force field with hydrogens for NMR
Encad all-atom force field, using scaled-down vacuum charges
Encad all-atom force field, using full solvent charges

W oo =~ O UN ) R

Obr.4.23. Nabidka silovych poli Gromacs verze 4.0.
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Select the Force Field:

From ‘fopt/gromacs-4.5.3/bin/share/gromacs/top":

AMBERG3 force field (Duan et al., J. Comp. Chem. 24, 1999-2012, 2883)
AMBER24 force field (Cornell et al , JACS 117, 5179-5197, 19953)

AMBER26 force field (Kollman et al., Acc. Chem. Res. 29, 461-469, 1996)
AMBER99 force field (wang et al., J. Comp. Chem. 21, 1049-1874, 2800)
AMBER99SB force field (Hornmak et al., Proteins 65, 712-725, 2006)
AMBERQ9SB-ILDN force field (Lindorff-Larsen et al., Proteins 78, 1950-58, 20

et
\OCO‘--JE)G\U-P-L\JMD—'

AMBERGS force field (Garcia & Sanbonmatsu, PNAS 99, 2782-2787, 2002)
CHARMM27 all-atom force field (with CMAP) - version 2.8
: GROMOS96 43al force field
10: GROMOS96 43a2 force field (improved alkane dihedrals)
11: GROMOS96 45a3 force field (Schuler JCC 2081 22 1205)
12: GROMOS96 53a5 force field (JCC 2884 vol 25 pag 1656)
13: GROMOS96 53a6 force field (JCC 2084 vol 25 pag 1656)
14: OPLS-AA/L all-atom force field (2881 aminoacid dihedrals)
15: [DEPRECATED] Encad all-atom force field, using full solvent charges
[DEPRECATED] Encad all-atom force field, using scaled-down vacuum charges
17: [DEPRECATED] Gromacs force field (see manual)
[DEPRECATED] Gromacs force field with hydrogens for NMR

Obr. 4.24. Nabidka silovych poli verze 4.5.3 — ddSkozsfeni o CHARMM27 a pole
programu Amber.

V dalSim kroku program nabizi w§tomodelu vody SPC, SPC/E, TIP3P, TIP4P, TIP5P.

g_x2top

Vytvoii jednoduchou topologii ze stadnicového souboru. Prograntegpoklada, zZe
jsou v systému vSechny vodiky. Defadltie zvoleno silové pole OPLS-AA, ale
volitelné mizeme silové pole vybrat interakti&njako u pdb2gmx. Program umi také
vytvorit (.rtp), které nizeme poté fidat do databaze residui. Podporovana silova pole
jsou G53a5 GROMOS96 53a5 a OPLS-AA.

editconf

Program umi konvertovat strukturni formaty (.gred96) nebo (.pdb). Upravuje tvar,
velikost a uhly boxu. Tvar fize byt bd’ kubicky nebo trojklonny, kostvereny
dvanactistn a komoly osmigh (coZ jsou dva specialnitipady trojklonného boxu).
Voliteln¢ umisti solut do #&du boxu. Velikost boxu pro krychli, dvanactista
osmistn se udava jako jedna hodnota. Pro tyto boxyzeme volitel@ nastavit

velikost podle solutu — nejtSi vzdalenost mezi atomy plus dvakrat specifik@van
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vzdalenost, typicky se pouzije hodnotéizauti potencialu (cutoff) pro zamezeni
interakce solutu se svym periodickym obrazem. Rijilbnny ukime velikosti os X, y
a z. Pro tento typ boxu Ize manipulovat i s veltkustuhli. Volitelné také Ize rotovat
soudadnicemi solventu, nebo pozadovat, aby se osy mystéarovnaly podél os
souadnic, coZ umaiuje snizit objem boxu.

genbox

Genbox vytvei box solventu s definovanou velikosti. Dale saly@imolekulu, picemz
kontroluje vzdalenosti mezi molekulami solvent-gwit/ a solvent-solut. Pokud jsou
mensi nez definovand suma van der Waalsovych goiorabou molekul, jsou
molekuly solventu z boxu odstramy. Tyto polongry jsoucteny z databaze. Pro atomy,
které nejsou v databazi je pouzita defaultni hoan®tl05 nm. Hodnotu iieme
zmenit. Program také G¥e vloZit zvoleny p&et molekul na ndhodné pozice. Plati
piitom stejnd podminka s pol@mrem, jako v pedchozim pgpadt. Defaultnim
solventem je Simple Point Charge voda (SPC), séadaicemi v souboru spc216.gro.
Program téZ umi molekulu solutu obalit vrstvou solu zadané tlotiEy. Program

aktualizuje systémovou topologiitiga informaci o pétu molekul solventu.

genion

Nahrazuje molekuly solventu jednoatomovymi iontype8ifikuji se jména a pet
ionta, naboj. Program umi neutralizovat systém nebo ldosét zvolené koncentrace
soli (mol/l), nastavit miniméalni vzdalenost mezinip. Pokud se zvoli aktualizace
topologie, zapiSe se informace ocgeh gidanych ionét a snizi péet molekul

solventu.

grompp
Utilita ¢te topologii a kontroluje jeji platnost. Takte z parametrického souboru {eb

kroki, casovy krok, atd.)Grompp pouziva jména atoinz topologie. Pokud se tato

jména neshoduji se jmény v $adnicovém souboru, je na tento nesoulad up@norn

51



4.3.1.2. Vyparetni utilita

mdrun

Je hlavnim vyp&etnim programem Gromacsu. Provadi simulaci molekutiynamiky,
ale i stochastickou dynamiku, minimalizaci energistupem jsou nejmeénctyrii
soubory — trajektorie, séadnice koneéné struktury, soubor &sovym vyvojem energie
a dalSich vetin a textovy soubor shnrnujici q@¢h simulace spol#¢ s analyzou
vyuziti vypaetniho¢asu.Mdrun mize provadt i paralelni vypoet na vice viaknech.
Lze nastavit dynamické vyvazovani & (automaticky je nastaveno, pokud je

nerovnovaha zatizeni 5%Yadu dalSich voleb umoznujicich zlepsit vykon.

4.3.1.3. Vybrané utility pro analyzu

g_energy

Utilita extrahuje data ze souboru (.edr), uzivaselvybere jaké informace chce
zpracovat do forméatu (.xvg), ktery situde zobrazit pomoci jiného software, hap
Xmgrace. Soubory (.xvg) obsahuji tvodni méiegry pro vytvéeni legendy a popisu
os grafu, ale jinak se jedna o textové souboryvsipr sloupcem obsahujicikas a
hodnotami zvolenych veiin v dalSich sloupcich.

trjconv

Slouzi ke konvertovani souliotrajektorie. Mize vybrat podskupinu (ukladat jen atomy
uréitych skupin),éasovy interval (nap vynechat avodn¢ést odpovidajici ekvilibraci),
zmenit ¢asovy krok snimk Podporuje sedm formag.xtc), (.trr), (.trj), (.gro), (.g96),
(.pdb) a (.g87).

make_ndx
Jako volitelny vstup pro té#h kazdou utilitu nize slouzit indexovy soubor. Programy
defaultré vytvareji urité indexové skupiny — néppro cely systém, protein, residua,

pro solvent. Pouzitinmake ndx Ize vytvait vlastni indexovou skupinu. Po sperst
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program zobrazi defaultni indexové skupiny systéfamoci editoru lze vytwad

novou skupinu podl&isla nebo typu atomu, residua nebo jmizce.

@ System : 34440 atoms

1 Protein : 1960 atoms

2 Protein-H : 1e@1 atoms

3 C-alpha - 129 atoms

4 Backbone - 387 atoms

5 MainChain - 517 atoms

6 MainChain+Cb - 634 atoms

7 MainChain+H - 646 atoms

8 SideChain : 1314 atoms

9 SideChain-H : 484 atoms

10 Prot-Masses : 1960 atoms

11 non-Protein : 32480 atoms

12 Water 1 32472 atoms

13 sOL 1 32472 atoms

14 non-Water : 1968 atoms

15 Ion : 8 atoms

16 CL- g 8 atoms

17 Water_and_ions : 32480 atoms
nr : group ! ‘name' nr name ‘splitch' nr Enter: list groups
'a': atom & ‘'del' nr ‘splitres' nr 'l': list residues
't': atom type | 'keep' nr ‘splitat' nr 'h': help

'r': residue ‘res' nr ‘chain' char

"name": group ‘case': case sensitive 'g': save and gquit

'ri': residue index

Obr. 4.25. Defaultni indexové skupiny pro systémodym+voda, nasledované

prehledem fikazi programu make_ndx.

g_bond
Nastroj pro analyzu vazebtiBouziti harmonického potencialu byla mit distribuce

délek vazeb tvar Gaussovy distribuce.

g_rdf

Tato utilita p@ita radialni distribéini funkci (RDF), ktera popisuje pragaodobnost, Ze
se v utité vzdalenosti bude nachazet atom nel#isE molekuly. Vysledek ulozZi ve
formétu (.xvg) pro Xmgrace. Normalni metoda je WgtoRDF mezi atomy dvou
specifikovanych skupin (mohou byt identické), jiméetoda je vypeet RDF kolem

téziste atomu ¢i residui. Pro takovy proces je pelba soubor (.tpr). Vyget probiha

pouze pro atomy ze zvolené indexové skupiny. [8]

53



v systému solut-solvent —prvmi _——

solvatactni sféra et

Obr.4.26. Schéma vygo radialni distribwni funkce a jeji typicky tvar [6].

4.3.2. Amber

Priprava systému se provadi v programu LEaRZéme pracovat natigazove
fadce — spustimefiiazem tleap nebo xleap pro praci v grafickéméolkae nizeme
systém zobrazit a editovat. Pro seznam dostupnytazd stai napsat help. Pro
informace o vybranémifkazu zadame naéphelp a pikaz, nap. help addions. Pokud
napiSeme iftkaz chyb® zobrazi s¢adka se spravnou syntaxi. Povinné argrumenty jsou
v ostrych zavorkach, nepovinné v hranatych.

Vnitini databaze silovych poli, residui a pararnetr

hermes.brf.jcu.cz$ 1s $AMBERHOME/dat/leap/cmd

leaprc.ffe2polEP.r1 leaprc.ffe@3.r1  leaprc.ff99sB leaprc.gaff oldff
leaprc.ffezpol.rl leaprc.ffe3ua leaprc.ffAM1  leaprc.GLYCAM @4EP README
leaprc.ffe3 leaprc.ff99bsc® leaprc.ffPM3  leaprc.GLYCAM 86
hermes.prf.jcu.cz$ |

Is SAMBERHOME/dat/leap/

Obr. 4.27. Nabidka silovych poli v Amberu verze 10.
VySe diskutované progransander aantechamberse spousgfi svymi jmény. Pranab

viv 7

je postup specii¢jSi (viz cast 4.4.4).

4.3.2.1. Vybrané utility pro pipravu systému
edit
Programedit funguje pouze pod xleapem. Zobrazi se grafickéo gk editaci systému

¢i residua, coZz musime definovat jako jednotku. Namelnotky se vzdy zadavaip
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dalSich procesech. Editor ma nastroje prodvypiidavani a mazani molekul, zobrazeni

boxu, ot&eni, iblizeni a oddaleni, atd.

XLEaP: Unit editor: dnal

("'Select Sl es | ~Draw ‘

_Elements |
c H . ST P # other elements ‘

N IO ¢ | vorer ciovcs|

~~ Residue names

w Axes

. Periodic box

if
Obr. 4.28. Piklad prace v editoru — zobrazeféisti DNA

solvatebox, solvateoct, solvateshell

Prvni dva pikazy vytvai periodicky box okolo solvatované jednotky. Tvarop
solvatebox je krychle, pro solvateoct je osimstVelikost boxu je stanovena tak, aby
vzdalenosti okrdj boxu od kteréhokoliv atomu solutu byl&t$i nez zadany parametr.
Voliteln¢ miZzeme nastavit nejmensSi vzdalenost mezi atomem rgolva atomem
solutu. Defaultni hodnota je 1.0 [A]. Vzdalenostrimmtla by byt mensi nez suma van
der Waalsovych polodni atomi. Solvateshell obali solut molekulami solventu do
uréené vzdalenosti. Vysledkem bude nepravidelny theahugici obrysy solutu.
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addions, addions2, charge

Addions pridava ionty do systému zadanim jména, nabojectup&mi také systém
neutralizovat, pokud se zada mistatpo0. Pokud je fitomny solvent, je ignorovan.
Prikaz addions2 solvent neignoruje. fikaz funguje pro celéisla (pokud ma systém
naboj -17,99 tak sefipla jen 17 katiorit, 18 se musi zadatdug). Prikaz charge vypiSe

celkovy naboj systému.

check

Je to utilita ke kontrole jednotky.Kontroluje vimt nejednotnosti, coZz by mohlo vést k
problémum pii vypoétech Kontroluje dlouhé a kratké vazby, chybi atomové typy,
blizké kontakty (mensi nez 1,5 A) mezi nevazebngtoimy. Rikaz by se ril pouzivat

pied uloZzenim pomodaveamberparm

saveamberparm, savemol2, savepdb
Prvni utilita uklada amberovskou topologii a smnocovy soubor pro definovanou
jednotku. LEaP hleda ve své databazi parametryuiédi interakce mezi atomy. Druh&a

utilita ulozi sodadnice ve formatu (.mol2)ti ulozi soiadnice ve formatu (.pdb).

loadamberparam, loadpdb, loadMol2
Prikazy k n&teni @isluSnych soubdr V prvnim gipadc parametrickych, v druhém
souadnic ve formétu (.pdb), véetim sotiadnic ve formétu (.mol2). [11]

4.3.2.2. Vyparetni utility
sander

Je hlavnim vypéetnim nastrojem Amberu. Vykonava minimalizaci ergrg
ekvilibraci a produkni fazi MD. LEaP produkuje jen dva druhy boxu — ikl a
osmistn, ale sander samube pracovat i s jinymi typy boxu. Particle-mesh Eiva
(PME), nebo volitels Ewaldova sumace se pouziva KeggjSimu zapoteni
dlouhodosahovych interakci. Volitélalefinujeme pozini omezeni pro vazby, valkam
ahly a torze.Umi provad QM/MM vypocty. Provadi vypoet i pro implicitni solvent.
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pmemd
Program obsahuje samostatnou a vylepSenou {eypo optimalizovanou) ¢ast
programu sander pro provdd molekularni dynamiky s pouZzitim particle-mesh

Ewaldovy sumace.

4.3.2.3. Vybrané utility pro analyzu

ambmask

Tato utilita m& funkci filtru, ktery z topologie soudadnic vybere uzZivetelem zadané
atomy nebo residua. Residua jsou vybirana podlhjgnhen nebaisel. Atomy mohou
byt vybrany podletisla, jména nebo atomového typu. Seznam vybranjaimialze

zobrazit ve tech moznych variantach — amber, short, pdb. Pra@&rvgb uziva tzv.

masky:
residua se duji : 1-10 1,3-5,9 'LYS, ALA, GLY
atomy se vybiraji @ @12,17 @54-66 @CA, O, H
vSechna residua :* >
vSechny atomy @* @
atomovy typ @% @%CT @%N*

Tento zakladni vyr maze byt kombinovany je8ts operatorg (a),| (nebo), ! (hegace)
a operatory pro vzdalenost >, <@, >@ a zavorkami. Operator vybere residua nebo
atomy které z&naji pismeny fed nim, nafiklad :AS= vybere residua ASP a ASN. [10]

ptraj

Ptraj je nejen nastrojem pro analyzu trajektorie, abdstrojem k fehlednému
¢teni z topologického souboru. Lze si nechat vypsstledrg ve sloupcich informace o
atomech, vazbéach, dhlech, torzich atd. N&gawobrazi dostupné utilityfiRlad:

rdparm fenol.prmtop

printAtoms
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RDPARM MENU: printAtoms
Mask [*] represents 13 atoms

Number: Atom Charge Mass ( Residue ) Type Tree
1: (1 -0.156608 12.0 ( 1:MOL ) «ca BLA
2: H1 ©.14998 1.0 ( 1:MOL ) ha BLA
3: @ -0.09748 12.0 ( 1:MOL ) «ca BLA
4: H2 @.13320 1.8 ( 1:MOL ) ha BLA
5: C3 -0.165608 12.0 ( 1:MOL ) ca BLA
6: H3 8.13428 1.0 ( 1:MOL ) ha BLA
7: (4 -0.09198 12.0 ( 1:MOL ) «ca BLA
8: H4 @8.13168 1.0 ( 1:MOL ) ha BLA
9: G5 -8.21328 12.0 ( 1:MOL ) «ca BLA

16: H5 @.13278 1.0 ( 1:MOL ) ha BLA
11: Cb @.12310 12.0 ( 1:MOL ) «ca BLA
12: 01 -0.49880 16.0 ( 1:MOL ) oh BLA
13: He 0.41830 1.0 ( 1:MOL ) ho BLA

Obr. 4.29. Seznam atdm souboru fenol.prmtop, zobrazeni pomoci ptraj.

Ptraj umi konvertovat trajektorie, pitat délky vazeb, velikosti U#) torzi, hodnoty
odchylek RMSD a dalSi charakteristiky. Jako vsti@pE topologicky soubor (.prmtop),
skript (.in), ktery v sob obsahuje fikaz pro nateni trajektorie a nasledujgmda
uzivatelem definovanychiikazi — dle toho, jaké vlastnosti chceme analyzovat. V
piikazech lze uiit, s jakym ¢asovym krokem se budou data analyzovat, jména
vystupnich soubdra také jaké atomyi residua do nasi analyzy chceme zahrnout. Pro

vybér atomi a residui se pouZziva stejné &eai jako vambmask.[11]

Priklad skriptu pro analyzu:
trajin protein_md2.mdcrd
radial rdf 0.1 20 :WAT@O
distance vzdalenost :1:2 out vzdalenost.dat time 50
angle @1 @2 @3 out angle.dat time 10

4.4. Modelové ulohy
V této kapitole dokumentuji moznosti nastrgrograntt Amber a Gromacs v typickych

jednoduchych Glohéach. Ulohy zahrnufipravy a spushi simulace systému.

4.4.1. Simulace boxu s vodou

Posutp v Gromacsu:
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1.Wtvoreni kubického boxu s vodou o velikosti hrany 2.4 aapléného SPC vodou
genbox -cs spc216.gro -box 2.4 -0 w.gro
2. Generovani topologie s interaktivnim ¥gdgm silového pole OPLS-AA
pdb2gmx -f w.gro -p w.top -0 w.gro
3. Fedzpracovéani s parametry k minimalizaci+minimalezac
a) grompp -C w.gro -p w.top -0 minim.tpr -f minim.mdp
) mdrun -s minim.tpr -v -deffam minim
4. Fedzpracovani s parametry NVT souboru+kratéy bD
a) grompp - minim.gro -p w.top -0 nvt.tpr -f nvt.mdp
) mdrun -s nvt.tpr -v -deffnm nvt
5. Fredzpracovani s parametry NPT souboru+kratityMD
a) grompp -c nvt.gro -p w.top -o npt.tpr -f npt.mdp
) mdrun -s npt.tpr -v -deffnm npt
5. Fredzpracovéni s parametry pro prothikfazi +produkni bech MD
a) grompp -¢ npt.gro -p w.top -0 md.tpr -f md.mdp

b) mdrun -s md.tpr -v -deffnm md

Postup v Amberu:
1. Nateni parametra silového pole ffo99SB
xleap -s -f SAMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.ffo9SB
2. Nateni residua TP3 (molekula vody TIP3P) do jednaiky
sys = copy TP3
3. Solvatace kubického boxu s parametrem 15 A vadBGP
solvatebox sys TIP3PBOX 15
4. Wtvoreni amberovské topologie a $adnic
saveamberparm sys voda.prmtop voda.inpcrd
5. Minimalizace energie systému
sander -O -i min2.in -p voda.prmtop -c voda.inpcrd -0 voda_min.out -r voda_min.rst
6. Ohev z 0 na 300 K
sander -O -i heat.in -p voda.prmtop -¢ voda_min.rst -0 voda_heat.out -r voda_heat.rst -x voda_heat.mdcrd
7. Ekvilibrace systému

sander -O -i equil.in -p voda.prmtop -c voda_heat.rst -0 voda_equil.out -r voda_equil.rst
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-x voda_equil.mdcrd
8. Produkni faze MD

sander -O -i prod.in -p voda.prmtop -¢ voda_equil.rst -o voda_prod.out -r voda_prod.rst

-x voda_prod.mdcrd

4.4.2. Simulace boxu s vodou a ionty
Postup v Gromacsu:
1.Wtvoreni kubického boxu s vodou o héah4 nm, zapléeného SPC vodou
genbox -cs spc216.gro -box 2.4 -0 i.gro
2. Generovani topologie s interaktivnim ¥ggm silového pole OPLS-AA
pdb2gmx -f i.gro -p i.top -0 i.gro
3. Aidani 3 ionfi Na" a 3 ionfi CI" namisto molekul vody (v skupiny 2)
a) grompp -f minim.mdp -c i.gro -p i.top -0 i.tpr
b) genion -s i.tpr -0 ionty.gro -p i.top -pname NA -np 3 -nname CL -nn 3
4. Provedeni minimalizace energie
a) grompp -C ionty.gro -p i.top -0 minim.tpr -f minim.mdp
b) mdrun -s minim.tpr -v -deffnm minim
5.NVT ekvilibrace
a) grompp -¢ minim.gro -p i.top -0 nvt.tpr -f nvt.mdp
) mdrun -s nvt.tpr -v -deffnm nvt
6.NPT ekvilibrace
a) grompp -C nvt.gro -p i.top -0 npt.tpr -f npt.mdp
) mdrun -s npt.tpr -v -deffnm npt
7.Provedeni produki faze MD
a) grompp -¢ npt.gro -p i.top -0 md.tpr -f md.mdp

b) mdrun -s md.tpr -v -deffnm md

Postup v Amberu:

1. N&teni parametr a silového pole ff99SB
xleap -s -f SAMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.ffo9SB
2. Naiteni residua TP3 jako jednotky sys
sys = copy TP3

60



w

. Solvatace kubického boxu s parametrem 15 A
solvatebox sys TIP3PBOX 15

. Fidani ionti
addions2 sys Na+ 3 Cl- 3

N

5. Wtvoreni amberovskeé topologie a $adnic
saveamberparm sys ions.prmtop ions.inpcrd
6. Minimalizace energie

sander -O -i min2.in -p ions.prmtop -¢ ions.inpcrd -0 ions_min.out -r ions_min.rst

7. Ohev systému

sander -O -i heat.in -p ions.prmtop -¢ ions_min.rst -0 ions_heat.out -r ions_heat.rst -x ions_heat.mdcrd
8. Ekvilibrace

sander -O -i equil.in -p ions.prmtop -c ions_heat.rst -0 ions_equil.out -r ions_equil.rst -x ions_equil. mdcrd
9. Produkni faze

sander -O -i prod.in -p ions.prmtop -c ions_equil.rst -0 ions_prod.out -r ions_prod.rst -x ions_prod.mdcrd

4.4.3. Simulace lysozymu
Pro simulaci enzymu lysozymu ziskame@ani strukturu 1AKI.pdb na strankach

Protein Data Bank. (http://www.rcsb.org/pdb/explergplore.do?structureld=1AKI)

Postup v Gromacsu
Tutorial pro tuto simulaci v programu Gromacs jesténkach

(http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/Pages/Persmsélt/gmx-tutorials/lysozyme/)

1. Nateni parametr, interaktvni vylsr silového pole OPLS-AA a generovani topologie
pro systém lysozym+voda SPCE
pdb2gmx -f 1AKI.pdb -0 1AKI_processed.gro -water spce
2. Wtvoreni kubického boxu s lysozymem upeabt
editconf -f 1AKI_processed.gro -0 1AKI_newbox.gro -¢ -d 1.0 -bt cubic
3. Solvatace lysozymu SPC vodou, aktualizovaniltape
genbox -cp 1AKI_newbox.gro -cs spc216.gro -0 1AKI_solv.gro -p topol.top
4. Fidani 8 ionti CI' pro neutralizaci (vy#r skupiny 13), aktualizovani topologie

a) grompp -f minim.mdp -¢ 1AKI_solv.gro -p topol.top -0 ions.tpr
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b) genion -s ions.tpr -0 1AKI_solv_ions.gro -p topol.top -nname CL -nn 8
5. Provedeni minimalizace energie
a) grompp -f minim.mdp -¢ 1AKI_solv_ions.gro -p topol.top -0 em.tpr
b) mdrun -v -deffnm em
6. Ekvilibrace systému, nejprve s parametry NVTgmoparametry NPT
a) grompp -f nvt.mdp -c em.gro -p topol.top -0 nvt.tpr
b) mdrun -deffnm nvt
C) grompp -f npt.mdp -c nvt.gro -t nvt.cpt -p topol.top -o npt.tpr
d) mdrun -deffnm npt
7. Provedeni produkiho kEhu
a) grompp -f md.mdp -¢ npt.gro -t npt.cpt -p topol.top -o md_0_1.tpr
b) mdrun -deffnm md_0_1
Pro paralelni vype&et na 4 vlidknech

b) mpirun -n 4 mdrun -deffnm md_0_1

Postup v Amberu

Cerpala jsem z tutoridlu na strankach
(http://enzyme.fbb.msu.ru/Tutorials/Tutorial_1/Skditm)

Pro tento ukol je pééba pozmanit v souboru minl.igisla residui v restraintmask —

tloha je nastavena pro bilkovinu sloZzenou z 50@wuéslysozym ma residui 129.

1. N&teni silového pole ffO9SB
xleap -s -f SAMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.ffo9SB
2. Naiteni lysozymu v (.pdb) souboru do jednotky ,sys"
sys = loapdb 1AKI.pdb
3. Solvatace jednotky sys v kubickém boxu s pareemeil5 A a rozpouétlem TIP3P
solvatebox sys TIP3PBOX 15
4. Fidani ionti pro dosazeni neutralniho systému
addions sys Cl- 0
5.Wtvoreni topologie a sdadnic

saveamberparm sys protein.prmtop protein.inpcrd
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Pokud chceme systém zobrazit, vyiwee (.pdb) v tleap
ambpdb -p protein.prmtop < protein.inpcrd > protein_solvated.pdb
6. Minimalizace energie s fixovanym proteinem nérsumist
sander -O -i min1.in -p protein.prmtop -c protein.inpcrd -0 protein_min1.out -r protein_min1.rst
-ref protein.inpcrd
7.Minimalizace celého systému
sander -O -i min2.in -p protein.prmtop -c protein_min1.rst -0 protein_min2.out -r protein_min2.rst
8. Ohev z 0 na 300 K, poani omezeni proteinu

sander -O -i heat.in -p protein.prmtop -c protein_min2.rst -o protein_heat.out -r protein_heat.rst

-x protein_heat.mdcrd -ref protein_min2.rst

9. Ekvilibrace za konst. tlaku
sander -O -i equil.in -p protein.prmtop -c protein_heat.rst -0 protein_equil.out -r protein_equil.rst
-x protein_equil.mdcrd

10. Spudni produkni faze MD

sander -O -i prod.in -p protein.prmtop -c protein_equil.rst -0 protein_prod.out -r protein_prod.rst
-x protein_prod.mdcrd

4.4.4. Propojeni sekvenci

Postup v Gromacsu

Nenalezla jsem utilitu, ktera by umadvala propojovani aminokyselin vytvorila
sekvenci bazi.

Postup v Amberu

Aminokyseliny jako residua je mozné propojit v LEpRkazem sequence. Seznam

residui pro dané silové pole obdrzinté&kpzem list (po n&eni silového pole).

xleap -s -f SAMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.ffo9SB
pept = sequence { ALAGLY PRO }

saveamberparm pept pept.prmtop pept.inpcrd

Sekvenci bazi vytudme pomoci programu NAB. K tomu pebujeme nejtive soubor,
ktery bude v jazyku NAB popisovat molekulu. Lze jgjtvorit v textovém editoru,
ulozit soubor jako (.nab) nebo stdhnout a editovahag. z

(http://ambermd.org/tutorials/basic/tutorial1l/sesfditm).
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molecule m;
m = bdna( "cgcg" );

putpdb( "cg4.pdb", m );
exit( 0 );

Spusénim programu NAB s uvedenim jména souboru popithgimolekulu
nab cg4.nab

vznikne spustitelny soubor a.out, ktery po jehovpdeni

Ja.out

vygeneruje soubor (.pdb). Pomoci xleapiZzeme molekulu zobrazit a editovat.
xleap -s -f SAMBERHOME/dat/leap/cmd/leaprc.ff99SB
sys = loadpdb cg4.pdb

NAB vytvoii kompletni dvojSroubovici detre komplementéarnich bazi. Pokud chceme

ponechat jen jedno vlakno, nejsngdnzpisob je v editoru xleapu druhé vliadkno smazat.
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5. Diskuze

Pti feSeni modelovych Uloh jsem porovnavala praci vianogch a fla jsem moznost
srovnani jednotlivych utilit. Oba programy obsahpfikazy pro pipravu systému
(generovani topologie a vstupnich sminic), utilitu gidavajici ionty do systému nebo
k jeho neutralizaci, solvataciaznymi zpsoby s utenim druhu rozpou&dla (v
Gromacsu je defaultni voda SPC, v Amberu TIP3P)po¥gtni utility, analyzani
programy k analyze vazeb, dhltrajektorie, odchylek a dalSi. Programy také pejbi

moznost aplikovani posiiho omezeni n&p na molekulu rozpu&nhé latky. Mnoho

utilit ma tedy podobnou funkci:

Gromacs Amber

pdb2gmx saveamberparm (LEaP)
x2top antechamber
genion addions?2 (LEaP)

genbox —box

solvatebox (LEaP)

genbox —shell

solvateshell (LEaP)

make_ndx ambmask
mdrun sander
trjconv trajout (ptraj)
g_bond bond (ptraj)
g_angle angle (ptraj)
g_rms rms (ptraj)
g_rdf radial (ptraj)

Patrnymi rozdily mezi programy jsou jejich struktua vyjadeni rekterych
fyzikalnich veltin (viz tab. 1.2). Gromacs ma ucelenou formu, ktlty pro piipravu
systému, simulaci i analyzu volame stejnynisgbem z fikazovéradky.
Amber je rozdlen na rkolik ¢asti - na fipravné, simuléni a analyzéni
kazdé této jednotliv&asti Amber obsahuje ¢kolik utilit. Utility se také

z piikazovéradky, ale pra¥ v ramci jedn&asti , nap. LEaP, antechamber.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo porovnat programy Amber an@ocs, které slouzi k simulaci
molekularni dynamiky. V obou programech jsem praoppani a diskusi jejich
moznosti simulovala systémy: 1) voda 2) voda syi@htsolvatovany lysozym s ionty.

U Gromacsu je jeho nejisi prednosti rychlost atrphlednost vypeéetni ¢asti
mdrun. Volitelr® Ize v terminale sledovat, kolikasu zbyva do dok@eni simulace a
v jakémc¢asovem kroku se simulace nachazi. Gromacs naliaii dgmberu SirSi vybr
silovych poli, utilitu make_ndx, ktera pomahéelpled& pracovat jen se skupinou
atom — bul’ s jednou z defaultnich skupin nebo s uZivateleetifigovanou skupinou.
Utilita editconf nabizi #Si vykér solvat&nich boxi. Program genion, slouZici
k pridavani iontt do systému, nahrazuje ionty za molekuly vody apotberovskému
addions, ktery pouze do systému iontiga.

Velikou vyhodou Gromacsu jsou jeho moZnosti pratowse systéemy
obsahujicimi periodick& rovinna rozhrani — hayodné roztoky molekul interagujici
s anorganickymi nebo organickymi povrchy (lipidosojvrstvy, povrchy membran).
Gromacs nabizi mozZnost vyfto elektrostatickych interakci modifikovanou Ewalda
sumaci pro 2D periodické systémy. Tomu odpovidajpZnosti prograriin pro analyzu
(nag. g_density, g_potencial), které poskytuji informacpiibéhu velcin jako funkce
vzdalenosti od povrchu.

Za nevyhodu Gromacsu povazuji formu utilit — kaitiita m& mnoho voleb, ve
kterych se fie orientuje. V Gromacsu sé&eanl vyp@tem musi provést o jeden krok
navic, kdy je nutné sestavit vstupni binarni soilipr) pro mdrun.

Pro uzivatele, ktery se seznamuje s molekularnadykou, povazuji Amber za
vhodrgjSi. Program ma jasndefinované¢ésti. Funkce utilit v fipravné c¢asti je
vétSinou jen jedna a nemaji tolik volitelnych pararigako v Gromacsu. Vifpravné
casti nabizi Amber grafické praéesti pro editaci systému. Pomoci xleap a NAB lze
sestavit vstupni struktury, coz Gromacs neufng

Za nevyhodu Amberu povaZzuji nglednost utility ptraj, kterd ma &vunkce,
ale napovda se vztahuje pouze k rdparm.
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Za nevyhodu obou progrdanmpovaZuji, Ze si uzivatel v &itém okamziku jen
s €mito programy nevysta — u Gromacsu je piba jiny software, abychom mohli
strukturu zobrazit. Oba programy obsahuji anaigzatility, které zpracovavaji data do
vystupnich format, které se mohou vykreslit do grafu, ale Zadnatatpro vyrobu
grafi v nich obsazend neni. UZivatel musi dohledavagrektskripty ¢i pouZzit jiny
program.

Programy nabizeji opravdu velmi Siroké moznostpi®woSech utilit a fehled
vSech format, které jsou pdiebné k praci tito programy by jist byl pfinosny, ale
piesahl by ramec této prace. Ke kompletnimdtwymoznosti dchto program také
pati to, Ze Amber i Gromacs vykonavaji krémiasickych i QM/MM vypdty.
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8. Kliéova slova
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9. Prilohy

Obr. 9.1 Kubicky box napény vodou s ionty, zobrazené pomoci VMD. lonty jsou
znaeny mode a zelea.

Obr 9.2 Molekula lysozymu — zobrazeno pomoci VMD.



Obr 9.3. Molekula lysozymu nadatku simulace, zobrazeno pomoci gromacsovske
utility ngmx.

My =

Obr. 9.4. Molekula lysozymu na konci 1000 ps sicejlaobrazeno pomoci
gromacsovske utility ngmx.



