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Uvod

Pandemie COVID-19 zasahla celosvétové miliony lidi a zaptic¢inila nevidané
ekonomické a socialni otfesy. Virus zodpovédny za tuto pandemii, SARS-CoV-2,
je vysoce nakazlivy a primarné napada nas dychaci systém. Jeho rapidni rozsi-
feni ndm pripomnélo urgentni nutnost vyvoje efektivnich vakcin a léciv. Jeden
z potencidlnich pristupii k boji proti tomuto viru je inhibice jeho protedz, které
jsou nezbytné pro replikaci a Siteni viru.

Hlavni proteaza viru SARS-CoV-2, také oznacovand Mpro nebo 3CLpro, je
slibnym cilem 1é¢iv, nebot hraje klicovou roli v zivotnim cyklu viru. Bez ptisobeni
proteazy Mpro jsou virem tvoreny pouze neaktivni polyproteiny. Navic struktura
protedzy Mpro je zna¢né konzervovana (tj. bez mutaci dulezitych aminokyselin)
pro ruzné koronaviry, coz snizuje pravdépodobnost vzniku rezistance vici 1éktm,
které jsou na ni zameéreny.

Pocitacové modelovani obecné predstavuje uc¢inny néastroj pti hledani novych
lé¢iv, nebot umoznuje prozkoumat knihovny s velkym mnozstvim potencialnich
inhibitort a identifikovat slibné kandidaty. Prostfednictvim pocitacového mode-
lovani je mozné predikovat tc¢innost inhibitoru, optimalizovat jeho strukturu a
zmensit tim naroky na drahou a ¢asové naro¢nou syntézu a nasledné experimen-
talni testovani potencidlnich léku.

Molekularné-dynamické simulace predstavuji jednu z Siroce vyuzivanych me-
tod pocitacového modelovani. Umoznuji simulovat pohyb molekul na atoméarni
urovni a studovat tak mimo jiné dynamiku proteazy SARS-CoV-2 a jeji interakci
s ruznymi inhibitory. S pomoci molekularni dynamiky jsme schopni predikovat
vazebnou volnou energii komplexu inhibitoru a proteazy fyzikalné korektnim zpi-
sobem a jsme tak schopni vybrat z velkého mnozstvi zkoumanych inhibitor ten
nejucinnéjsi.

Tradi¢né byly vazebné volné energie uréovany pomoci rovnovaznych moleku-
larné-dynamickych simulaci, kdy je jeji hodnota vypoctena na zakladé jedné ¢i
nékolika malo velmi dlouhych trajektorii. Nevyhodou toho pristupu je ¢ekani na
vysledek po dobu nékolika dnii ¢i dokonce tydn.

V poslednich letech se proto zacalo vyuzivat nerovnovaznych molekuldrné-
dynamickych simulaci, kdy se vychazi z analyzy velkého mnozstvi nezavislych tra-
jektoril. Pokud mame k dispozici hardwarové prostiedky, které umozni masivné
paralelni realizaci vypocti, tak mtizeme vysledek ziskat podstatné rychleji.

V této préaci se zaméruji na prozkoumani moznosti realizace vypoctia volné
energie pomoci nerovnovaznych molekuldrné-dynamickych simulaci v prostredi
tzv. MetaCentra (metavo.metacentrum.cz). Metody vypoctu volné energie jsou
nejprve testovany na jednoduchych modelovych systémech, jako jsou aminokyse-
liny, komplex éterové koruny s iontem drasliku ¢i komplexy adamantani s cyklo-
dextriny. Nésledné jsou tyto pristupy aplikovany na komplexy koronavirové pro-
tedzy Mpro a jejich inhibitorii.



Cile prace

Prvnim cilem prace je ovéreni vyuziti nerovnovaznych metod vypoctu volné
energie na jednoduchych modelovych systémech, pro které jsou znamé referencni
hodnoty volné energie z experimentu ¢i z predchozich rovnovaznych molekuldrné-
dynamickych simulaci.

Za timto ucelem je nejprve studovana hydratacni volna energie postrannich fe-
tézcl aminokyselin. Cilem je odladit technické detaily spojené s volbami rtiznych
simulac¢nich parametr ¢i zahrnutim korekci pro nabité molekuly nebo ofiznuti
van der Waalsova potencidlu. Jde také o vybér vhodného silového pole a testovani
vlastni reparametrizace provedené na zakladé ab initio vypocti.

Pro ovéreni vypoctu vazebné volné energie na zakladé termodynamickych
cykl je nejprve studovan komplex éterové koruny a drasliku. Na tomto extrémné
jednoduchém modelovém systému typu hostitel-host (angl. host-guest), je zkou-
man vliv délky a poc¢tu nerovnovaznych trajektorii na vyslednou hodnotu volné
energie, moznost zavedeni dodate¢nych omezujicich potencial ¢i aplikace Jar-
zynského rovnosti a Crooksova fluktuacniho teorému.
adamantanu s cyklodextriny. Adamantany jsou mimo jiné zkoumany v souvislosti
s inhibici vazby tzv. Spike proteinu SARS-CoV-2 na receptory lidskych bunék.
Cyklodextriny zajistuji transport 1ékii. Prvnim diléim cilem je zde nalezeni sa-
motnych vazebnych konformaci komplexti. Druhym dil¢im cilem je urceni vazebné
volné energie pro vSechny kombinace Sesti studovanych adamantanii a tii cyklo-
dextrint.

Poznatky ziskané pri studiu jednoduchych modelovych systémii jsou nakonec
vyuzity pro studium inhibice koronavirové proteazy Mpro. Prvni sadou studova-
nych molekul jsou nekovalentni inhibitory, pro které jsou v literature dostupné
referencni hodnoty vazebné volné energie ziskané vsak prostrednictvim velmi od-
lisného zptisobu vypoctu nez je ten, ktery je pouzit v ramci této prace.

Posledni sadu studovanych molekul predstavuji kovalentni inhibitory korona-
virové proteazy Mpro, mezi nimiz je i klinicky pouzivany Paxlovid. Opét jde o ur-
¢eni vazebné volné energie. Pfitom je mimo jiné tfeba prozkoumat vliv protonace
histidini a konformac¢ni proménlivosti aktivniho mista protedzy na konformaci
ligandti a tudiz i na vysledné hodnoty vazebné volné energie.



1. SARS-CoV-2

Hlavnim cilem této prace je prozkoumat moznosti vyuziti pocitacovych si-
mulaci pro identifikaci potencialnich inhibitort koronaviru SARS-CoV-2 (Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), ktery zptsobil pandemii onemoc-
néni COVID-19; s jejimiz nasledky se vyporadavame dodnes. Poc¢atecni priznaky
onemocnéni zahrnuji horecku, kasel, inavu atd. Projevuji se do tydne od dne
nakazy. Pti zavazném pribéhu se do dvou tydni objevi pneumonie, ktera muze
vést az k smrti nakazeného.

Pro vyuziti pocitacovych simulaci k identifikaci potencialnich inhibitoru vi-
rovych proteinti, které by umoznily efektivni lécbu onemocnéni COVID-19, je
zapotTebi znat detailni strukturu a zivotni cyklus viru SARS-CoV-2. To nam
umozni identifikovat klicové kroky v replikaci viru, jejichz narusenim je mozné
siteni viru budto zpomalit, nebo zcela zastavit.

1.1 Virionova c¢astice

Genom koronaviru SARS-CoV-2 je slozen z ptiblizné 30 000 nukleotidt. Je
v ném ulozena informace o pomérné malém poctu proteinti. Dle funkce rozlisu-
jeme 4 strukturni a 16 nestrukturnich proteinti koronaviru. Struktura virionu je
schématicky znazornéno na obrazku [1.1] [1].
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Obrazek 1.1: Schématické znazornéni struktury virionu SARS-CoV-2. Strukturni
proteiny se vyskytuji predevsim v membrané viru kromé N-proteinu, ktery tvori
komplex s virovou RNA [I].

Virionova castice je obalena membranou, ve které jsou umistény zejména
strukturni proteiny. M-protein (angl. Membrane protein) se vyskytuje prede-
v$im na povrchu membrany a je zasadni pri tvorbé novych virionovych c¢astic. E-
protein (angl. Envelope protein) je mensi membranovy protein zajistujici vhodnou
permeabilitu membrany. S-protein (angl. Spike protein) je zabudovan do virové
membrany, ale z velké ¢asti z ni vycéniva ven, coz umoziuje viru rozeznat recep-
tory hostitelskych bunék. S-protein zajistuje navazani viru na hostitele, naslednou
fiazi membran a vniknuti viru do hostitelské bunky. Pti tomto procesu dochézi
k podstatnym konformacnim zménam S-proteinu, ktery tak predstavuje idedlni



cil pro potencialni inhibitory, které by témto zménam mohly zabranit. Funkce
HE-dimeru (angl. Hemagglutinin-esterase dimer) neni zatim presné znama, ale
predpoklada se, ze hraje roli pfi infekci hostitelskych bunék. Uvnitt virionu je
ukryta virovd RNA v komplexu se strukturnim N-proteinem (angl. Nuclear capsid
protein), ktery hraje dilezitou roli pfi virové replikaci a transkripci. Nestrukturni
proteiny nejsou ve virionu pritomny, jsou vytvareny az pri translaci v hostitelské

burice.

1.2 Zivotni cyklus koronaviru

Pro efektivni navrh potencialnich inhibitort je zapotiebi znat detailné mecha-
nismy toho, jak virus napada hostitelské bunky a jak se replikuje. Hlavni kroky
zivotniho cyklu koronaviru jsou schématicky znazornény na obrazku .
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Obrazek 1.2: Schématické znézornéni zivotniho cyklu viru SARS-CoV-2. Vstup
koronaviru do bunky je zajistén S-proteinem, ktery rozpozné hostitelské ACE2
receptory a spusti fizi membran. Virovdi RNA je pak uvolnéna do cytoplazmy.
Translaci virové RNA vznikaji neaktivni polyproteiny. Plisobenim virovych pro-
tedz jsou oddéleny a aktivovany jednotlivé proteiny, které pak prispivaji k repli-
kaci virové RNA. Nové syntetizované strukturni proteiny a vlakno virové RNA
s pozitivni polaritou nakonec vytvareji nové virionové ¢astice a opoustéji bunku

exocyztozou [1].

Proces napadeni hostitele za¢ind navazanim Spike proteinu na receptory ACE2
(Angiotensin Converting Enzyme 2), které se nachazeji na povrchu mnoha lid-
skych bunék. Spike protein je nasledné stépen na dvou mistech hostitelskymi
protedzami trypsin a furin, coz vede k fizi membran. Vir se tak do hostitelskych
bunék dostava pomoci endocytozy.

Endozom se poté otevie a uvolni virovou RNA do hostitelské cytoplazmy. N-
proteiny obalujici virovou RNA jsou postupné odstranovany proteazomy. Vlakno
virové RNA s pozitivni polaritou je prelozeno ribozomy hostitele do dlouhych po-



lyproteinovych fetézci. Pri translaci zde dochazi k posunu ribozomaéalniho ¢teciho
ramce (angl. ribosomal frameshift) [2], coz umozni syntetizovat z jednoho vlakna
virové RNA dva rtazné dlouhé polyproteiny, oznacované ppla a pplab. Jim odpo-
vidajici sekvence virové RNA jsou oznacovany jako ORFla a ORF1b (angl. open
reading frame).

Vytvorené polyproteiny jsou nasledné stépeny virovymi proteazami na 16 ne-
strukturnich proteint (NSP, nonstructural proteins). Virové protedzy jsou pritom
na pocatku téz zabudované v polyproteinech. Pati{ sem hlavni protedza (Mpro,
main protease) a PLpro (papain-like protease), coz jsou 5. a 3. nestrukturni pro-
tein v polyproteinech ppla a pplab.

Vétsina z ostatnich nestrukturnich proteinii se pak podili na tvorbé virového
replikacné-transkripéniho komplexu (RTC), ktery syntetizuje komplementarni
RNA vldkno s negativni polaritou RNA(-), jez déle slouzi jako vzor pro syn-
tézu dalsich vlaken RNA s pozitivni polaritou RNA(+), coz umoznuje mnozeni
viru.

Déle muze dojit i k tzv. diskontinualni transkripci [3], pti které vznikaji rizné
dlouhé subgenomické mRNA | jejichz translaci nasledné vznikaji rizné virové pro-
teiny. Vir tak mize regulovat mnozstvi vytvarenych proteinti. Diskontinuélni tran-
skripci pritom vznikaji predevsim strukturni proteiny.

Dilezitou roli pritom hraje 1. nestrukturni protein NSP1, ktery se vaze k
hostitelskym ribozomtm. Blokuje translaci lidské mRNA a naopak podporuje
translaci virové RNA [2]. Vir tak postupné prebird kontrolu nad veskerou translaci
probihajici v hostitelské bunce.

Strukturni proteiny jsou syntetizovany v cytoplazmé hostitelskych bunék a
nasledné premistény do endoplazmatického retikula a dale do Golgiho aparatu. V
cytoplazmé také dochézi k obalovani nové vzniklé virové RNA N-proteinem a k
jejich shlukovani v blizkosti Golgiho aparatu. Postupné tak vznikaji nové viriony,
které pomoci exocytdzy opoustéji ptivodni hostitelskou bunku. Cely proces se pak
opakuje od zacatku.

1.3 Spike protein

Struktura S-proteinu je znédzornéna na obrazku [I.3] Lze ji rozdélit na tii hlavni
casti: ektodoménu, transmembranovou kotvu a kratky ocasek uvnitt viru. Ekto-
doména je slozena z trimeru S1 podjednotek, jehoz hlavni funkci je rozpoznani a
navazani se k hostitelskym ACE2 receptorim. RBD (angl. receptor binding do-
main) je specifickd ¢ast S1 podjednotek, ktera se vaze na ACE2 receptory. Soucésti
ektodomény jsou dale S2 podjednotky, které zajistuji naslednou fiizi membran.

Spike protein se muze vyskytovat ve dvou konformacich. V oteviené konfor-
maci je vice flexibilni a muze se vazat na ACE2 receptory. V uzaviené konformaci
je RBD schovana uvnitt Spike proteinu a nemuze tedy ACE2 receptory efektivné
rozeznavat. Tato konformacni zména Spike proteinu chrani do ur¢ité miry ko-
ronavir vuci hostitelskému imunitnimu systému [4]. Ke stejnému ucelu slouzi i
glykosylace Spike proteinu. Navazané glykany pokryvaji povrch Spike proteinu a
brani vir pred rozeznanim hostitelskymi protildtkami.

Oproti SARS-CoV je Spike protein viru SARS-CoV-2 s§tépen pomoci furinu
(protedzy hostitelskych bunék) mezi podjednotkami S1 a S2 [5]. Vzniké tak S1/S2
heterodimer. Podjednotka S2 je déale Stépena hostitelskymi protedzami jako je
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napf. TMPRSS (angl. transmembrane-protease serin 2), ¢imz dojde k odkryti
peptidu, ktery zprostredkovava fizi membran. Po navazani S1 podjednotky na
ACE2 receptor je prefuzni struktura Spike proteinu destabilizovana a podjednotka
S1 se disociuje. V postfuzni konformaci tvori podjednotka S2 strukturu sestavajici
z Sesti pevné vdzanych helixti. Obé tyto struktury jsou zobrazeny na obréazku[1.4]

Spike protein viru SARS-CoV-2 se vaze k ACE2 s vétsi afinitou nez Spike
protein viru SARS-CoV [6]. Vazba je zprostredkovana predevsim polarnimi ami-
nokyselinami na jednom z alfa-helixti receptoru ACE2 a aminokyselinami z RBD
domény Spike proteinu, jak je detailné zobrazeno na obrazku [7.

Inhibice ACE2 receptoru muze zabranit koronaviru v rozpoznani hostitelské
bunky. Vir pak nemtze do bunky vniknout. Jeden z moznych pristupti v boji
proti infekci SARS-CoV-2 je tak zalozeny na inhibici ACE2 receptoru prostied-
nictvim modifikovanych molekul adamantént [§]. V rdmci této prace byla stu-
dovana schopnost adamantant vytvaret komplexy s cyklodextriny, které mohou
slouzit jako nosice 1éku.

-
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Obrézek 1.3: Schématické zndzornéni struktury spike (S) proteinu. Rozliseni a né-
sledné navazani hostitelskych ACE2 receptoru obstarava S1 podjednotka, zatimco
podjednotka S2 zajistuje naslednou fiizi membran [4].

Obrazek 1.4: (a) Prefizni struktura a (b) postfizni struktura Spike proteinu [5].
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Obrazek 1.5: Hlavni interakce zprostredkovavajici vazbu ACE2 receptoru a Spike
proteinu [7].

1.4 Proteaza Mpro

Struktura genomu SARS-CoV-2 je schematicky zndzornéna na obrazku [I.6]
Jsou zde rozliSeny ¢asti genomu koédujici polyproteiny ppla a pplab, které jsou
stépeny protedazami PLpro a Mpro. Proteaza PLpro odstépuje z polyproteint ne-
strukturni proteiny 1 az 3. Hlavni protedaza Mpro (nékdy také oznacovana 3CLpro,
angl. 3-chymotrypsin-like protease) odstépuje nestrukturni proteiny 4 az 16. Bez
tohoto Stépeni jsou virové proteiny v polyproteinu neaktivni. Virové proteazy tak
predstavuji idedlni cil inhibitoru.
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Obrazek 1.6: Schématické znazornéni struktury genomu SARS-CoV-2 [9]. Ge-
nom lze rozdélit na ¢asti kédujici nestrukturni a strukturni proteiny. Cervend
jsou oznacCena mista pusobeni proteazy Mpro a je pro né uvedena i odpovidajici
sekvence aminokyselin.

Prvni struktura SARS-CoV-2 Mpro v komplexu s kovalentnim inhibitorem N3
byla ziskédna prostfednictvim rentgenové krystalografie (védci mimo jiné i pfimo
z Wuhanu) jiz na poc¢atku roku 2020. 26. ledna 2020 byla tato struktura vloZena
do proteinové databanky s identifikdtorem 6LU7. O néco pozdéji pribyla jesté
jejl upresnéna verze 7TBQY. A jiz 9. tinora 2020 byl do casopisu Nature odeslan
doprovodny manuskript [10].

Tato historicky prvni struktura SARS-CoV-2 Mpro je znazornéna na obrazku
[I.7 Protedza je aktivni ve formé homodimeru. Jednotlivé protomery jsou pfi-
tom na sebe orientované priblizné kolmo. Kazdy z protomerii lze rozdélit do 3
domén. 7Z hlediska sekundarni struktury jsou domény I a II tvoreny prevazné
beta-sklddanymi listy, zatimco v doméné III prevazuji alfa-Sroubovice.
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Obrazek 1.7: Krystalovd struktura Mpro (PDB ID 6LU7) (a) homodimer (b)
jeden protomer s vyznacenymi tfemi doménami [4].

Katalytické aktivni misto protedzy Mpro (obrazek se nachazi mezi do-
ménami [ a II a je tvofeno dyadou His41 a Cys145. Detail katalytické dyady je
zobrazen na obrazku [1.9] Protedza MPro stépi polyproteiny vyhradné za amino-
kyselinou glutaminem [IT], jak je schematicky zndzornéno na obrézku Kromé
toho protedaza Mpro preferuje pri stépeni peptidi hydrofobni aminokyselinu na
pozici pred glutaminem (pfedevsim leucin), a spiSe malou aminokyselinu bezpro-
stfedné za mistem Stépeni (obvykle serin nebo alanin). Jelikoz neni zndm4 zadna
lidska proteaza s obdobnymi vlastnostmi, tak lze predpokladat, Ze inhibitory
Mpro budou mit minimélni vedlejsi tcinky:.

———._  ACC-GIn5-Leu4-Lys3-Val2-AC
O 84 pocket
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Obréazek 1.8: Schématické zndzornéni interakci protedzy Mpro s peptidy v bliz-
kosti katalytické dyady Cis-His [12].

Postupné byly ziskany komplexy protedazy Mpro s ¢astmi Stépenych peptida
jak pomoci krystalografie a rentgenové difrakce [13] [14] tak prostFednictvim elek-
tronového mikroskopu [I5]. Byly zachyceny stavy jak bezprostiedné pred tak i
bezprostredné po prestipnuti peptidu [16].
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Obrazek 1.9: Obecna reakce katalyzovand protedzou Mpro [9]. R1 a R2 zde obecné
znaci zbylé ¢asti stépeného peptidu. X znac¢i mozné postranni fetézce aminoky-
selin, u kterych dochézi ke stépeni.

Struktura proteazy Mpro bez substratu (v apo formé) se muze v okoli aktiv-
niho mista znacné lisit od struktur s navazanym peptidem, jak ukazuje obrazek
Postranni fetézce nékolika aminokyselin maji v apo formé Mpro jinou kon-
formaci. Nejvetsi rozdily 1ze pozorovat u aminokyselin GIn189, Met49 a Met165.
Jejich postranni fetézce vice ¢i méné okupuji mista ¢i kavity, do kterych se ob-
vykle vazi peptidy ¢i inhibitory. Aktivni misto protedzy Mpro je tedy pomérné
meélké, konformacné plastické a do jisté miry i kryptické. To z Mpro ¢ini pomérné
obtizny cil, pokud jde o racionalni design potencialnich inhibitori.

Obrézek 1.10: Rozdil v konformaci aktivniho mista protedzy Mpro (a) s navdza-
nym peptidem (PDB ID 7DVP) a (b) v apo formé (PDB ID 6MO03, 6Y2E).

Kovalentni inhibitor N3, ktery je pritomen v historicky prvni krystalové struk-
tufe (6LUT) koronavirové protedzy Mpro z ledna 2020, byl vytvoren jiz v roce
2005 v ramci vyvoje Sirokospektralnich inhibitort protedz koronaviru [17]. Na
jeho vyvoji se podilel i Rolf Hilgenfeld, ktery se vyvojem inhibitori protedz virt
SARS a MERS zabyva jiz 20 let [I§]. Spoleéné se zndmym virologem Christi-
anem Drostenem a dalsimi vlozili do proteinové databanky vlastni krystalové
struktury Mpro jiz v dnoru 2020 [19]. Zkoumali pritom potencidlni inhibitory
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na bazi a-ketoamidi. Vychézeli pfitom z inhibitoru 11r, ktery v subnanomolarni
koncentraci G¢inné inhiboval vir MERS [20]. Jesté dfive byly podobné latky tes-
tovany v klinickych zkouskach jako inhibitory protedzy Rhinoviru a tedy jako
léky proti béznému nachlazeni [21]. V proteinové databance lze prostfednictvim
identifikdatoru 1CQQ snadno nalézt krystalovou strukturu rhinovirové protedzy v
komplexu s inhibitorem AG7088 z roku 1999. Vsechny vyse zminéné inhibitory
obsahuji spoleény strukturni motiv - analog krucialniho glutaminu [21].

Ten obsahuje i latka PF-00835231, ktera byla roku 2003 zkouméana jako mozny
inhibitor viru SARS-CoV-1 [22]. Jelikoz ale hrozba sifeni SARS-CoV-1 byla ve
své dobé velmi rychle vyfesena, tak struktura inhibitoru PF-00835231 byla fir-
mou Pfizer publikovana az v roce 2020 v souvislosti s pandemii COVID-19. Jelikoz
tento inhibitor nefungoval dobte pri oralnim podani, tak byl firmou Pfizer déle
vylepsovan, az se dospélo k latce PF-07321332, ktera je vice zndma pod nazvy
Nirmatrelvir ¢i Paxlovid [23H25]. Paxlovid je zatim nejispésnéjsi inhibitor prote-
azy Mpro, je hojné klinicky vyuzivany.

Pro Paxlovid byla ziskdna rada krystalovych struktur deponovanych v pro-
teinové databance, diky nimz lze studovat, jakym zptisobem dochézi k efektivni
inhibici protedazy Mpro. Struktura celé protedzy Mpro s navazanym inhibitorem
PF-07321332 je zobrazena na obrazku [I.11} Obrazek pak ukazuje detailni
srovnani aktivniho mista Mpro jednak s peptidem a jednak s inhibitorem PF-
07321332. Je zirejmé, ze pro efektivni inhibici proteazy Mpro je optiméalni, kdyz
je inhibitor pevné navazany v blizkosti katalytické dyady a interaguje s ¢astmi
proteazy oznacenymi jako S1, S2, S3 a S4, kam se bézné vazou aminokyseliny Sti-
paného peptidu. Jelikoz proteaza Mpro stépi peptidy vyhradné za glutaminem,
tak je pro inhibitory uzite¢né, kdyz ve své strukture obsahuji analog glutaminu,
ktery interaguje s prislusnym vazebnym mistem S1 stejné jako samotny glutamin.
Jak ukazuje obrazek Paxlovid méa ve své struktufe stejny analog glutaminu,
jako vysSe zminéné historické inhibitory. Zajimavé je, ze kovalentni vazba inhi-
bitoru PF-07321332 na Cys145 v aktivnim misté Mpro je zfejmé vratna, nebot
v krystalové strukture 7VHS8 byly zachyceny dvé rtzné konformace postranniho
retézce tohoto cysteinu z katalytické dyady. Pouze jedna z téchto konformaci je
pritom vhodnd pro tvorbu kovalentni vazby s inhibitorem, jak mitizeme vidét na
obrazku [I.14] Jiz nyni je zfejmé, ze Paxlovid bude potfeba dale modifikovat, ne-
bot v bunécénych kulturach byly vyslechtény mutované varianty koronaviru, které
jsou vuci Paxlovidu rezistentni. Mizeme proto ocekéavat, ze se podobné varianty
diive ¢ pozdéji objevi i v bézné populaci |26, 27].

Kromé historické linky sahajici az do 90. let a vedouci k Paxlovidu byla vy-
zkousena celd Ffada moznych pristupi k inhibici protedzy Mpro [28]. Obecné lze
inhibitory rozdélit do ¢tyt hlavnich skupin: i) kovalentni inhibitory imitujici pep-
tidy, ii) kovalentni inhibitory nezalozené na analogii s peptidy, iii) nekovalentni
inhibitory blokujici vstup stépenych polyproteinti do aktivniho mista Mpro iv)
nekovalentni inhibitory blokujici aktivitu Mpro alostericky.

O racionalni design inhibitor protedzy Mpro se od roku 2020 usiluje i pro-
stfednictvim pocitacového modelovani [29H34].

Velka c¢ast studii byla provedena s vyuzitim dockingu, ktery umoznuje velmi
rychle porovnat obrovské mnozstvi potencialnich inhibitort za cenu toho, ze va-
zebna volna energie je urc¢ovana prostrednictvim jednoduchych skérovacich funkci
a vystupy z dockingu jsou tak spise orientacni, obsahuji fadu falesné pozitivnich
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Obrazek 1.12: Detail aktivniho mista protedzy Mpro (a) s peptidem (PDB ID
7MGR) a (b) inhibitorem PF-07321332 (PDB ID 7RES).

=L o= QE
Hi@ His163 ﬁ His163
His172
(a) (b)

Obrazek 1.13: Znazornéni hlavnich interakei (a) peptidu Stépeného za glutami-
nem (PDB ID 7TMGR) a (b) inhibitoru PF-07321332 obsahujici analog glutaminu
(PDB ID 7RFS).
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Cysi45

Obréazek 1.14: Dvé konformace cysteinu z katalytické dyady pozorované v krys-
talové struktufe protedazy Mpro (PDB ID 7VHS).

nalez. Ilustruje to fakt, ze dvé studie, ve kterych byla prostrednictvim dockingu
proseta vzdy vice nez miliarda ligandi, nevedly k nalezeni inhibitoru s experimen-
talné potvrzenou schopnosti inhibovat Mpro v dostate¢né nizkych koncentracich
135 217

Uspésna byla studie vychézejici z poc¢atecniho dockingu 235 miliont ligandi,
diky ¢emuz byl po fadé optimalizaci vytvoren inhibitor s aktivitou srovnatelnou
s Paxlovidem [3§].

K hledani inhibitorit Mpro byly vyuzity i fyzikalné korektni vypocty vazebné
volné energie prostrednictvim velkého mnozstvi kratkych nerovnovaznych trajek-
torii. Tento pristup je ovsem velmi naro¢ny na pocitacovy cas. Proto byla vyuzita
exa-scale kapacita gridového projektu FoldingHome, ktery k vypoctim vyuziva
grafické karty pocitact stovek tisic dobrovolniki z celého svéta. Vypocty vazebné
volné energie zde byly vyuzity k prioritizaci ligandi pro syntézu v ramci mega-
projektu COVID Moonshot a prispély k nalezeni nanomolarnich inhibitort Mpro
srovnatelnych s Paxlovidem [39].

V této préaci jsme se inspirovali i ¢lanky skupiny P. Procacciho, ktera meto-
diku vypoctu vazebné volné energie prostrednictvim velkého mnozstvi kratkych
nerovnovaznych MD simulaci intenzivné zkouma a rozviji poslednich 10 let a téz
se zapojila do tsili o nalezeni efektivnich inhibitort koronavirové Mpro [40H44].
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2. Molekularni dynamika

Molekularni dynamika (MD) umoznuje studovat pohyb molekul na atoméarni
urovni, coz je mimo jiné prinosné pro pochopeni toho, jak funguji velké biomoleku-
larni systémy. MD simulace dopliuji experimentalni metody (rentgenovou krys-
talografii, NMR, cryoEM), které produkuji statické struktury biomolekul casto v
meznich konformacich.

Zakladni myslenka molekularni dynamiky je prosta. Mame-li pocatecni sou-
fadnice atomi, muzeme spocitat sily, které na atomy ptsobi a numerickym Tese-
nim pohybovych rovnic tak ziskat dynamicky vyvoj daného molekuldrniho sys-
tému [45].

Dle trovné teorie, kterou pri popisu molekuldrniho systému pouzivame, roz-
lisujeme klasickou MD, kde je pohyb jader atomt i vliv elektronii popsan kla-
sicky, ab-initio MD, ktera elektrony popisuje kvantové a jadra klasicky, a nako-
nec kvantové-mechanickou MD, jez popisuje jadra i elektrony pomoci kvantové
mechaniky.

Uroveii teorie popisu rozhoduje o tom, pro jak velké systémy a na jak dlouhych
casovych skalach jsme schopni MD simulace provést. Zatimco prostrednictvim
klasické MD jsme schopni simulovat radové 100 000 atomt po dobu az nékolika ps,
tak ab-initio a kvantové-mechanické MD simulace jsou se sou¢asnymi vypocetnimi
prostredky proveditelné pouze pro o nékolik radi mensi molekularni systémy
(desitky ¢i stovky atomil) a na podstatné kratsich ¢asovych skéldch. To ndzorné
ukazuje obrézek [2.1]

/\ Hierarchical or concurent 2
multiscale coupling '
ie;a‘s MD, DD and continuum, M : i
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Q \(\\) - — A
. ¢ SF |
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% 600‘\65 - it " 5
g ° A Engineering
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e/co(‘& . m 1# I Dislocation
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Atomistic & Molecular
o Ab-initio &  Modelling (MD)
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Obrézek 2.1: Velikost simulovanych systému a casové skaly, pro néz jsou se sou-

casnymi vypocetnimi prostiedky proveditelné MD simulace na riznych tdrovnich
teorie popisu molekul [46].
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2.1 Silové pole

Molekularni interakce je v principu potteba popisovat pomoci kvantové me-
chaniky. Vliv kvantovych jevii ovSsem miize byt aproximovan. Zakladem je obvykle
Born-Oppenheimerova aproximace, kterda umoznuje oddeélit popis pohybu jader
a elektroni. Predpoklada se, ze jadra se pohybuji v efektivnim poli tvoreném
elektrony, které ziskdme feSenim bezcasové Schrodingerovy rovnice pro elektrony.
Klasickou aproximaci pak ziskdme, pokud efektivni pole tvorené elektrony popi-
seme jednoduchou analytickou funkci a pohyb jader prostfednictvim klasickych
Newtonovych pohybovych rovnic.

Konkrétni tvar silového pole zalezi na tom, které fenomény potrebujeme studo-
vat. Pro ziskani korektnich vibrac¢nich spekter molekul je potieba volit silova pole
s tzv. cross-termy popisujicimi vazby mezi délkami vazeb a velikostmi valenc¢nich
¢i dihedralnich uhlia. Pokud naopak potfebujeme popsat velké biomolekularni sys-
témy na dlouhych ¢asovych skalach, tak volime co nejjednodussi (tzv. diagonalni)
silova pole. Ptiklad takového silového pole je uveden na obrazku [2.2]

Vazebné Nevazebné

It

4 V b A B A
= 2 2 n e i qf‘qf
E=XK@-t)y+2ZK0-0)+F —[l+oos(id~p)] + Z [ 55~ 3 ]

bonds angles dihedrals i<j ij i

=

T
— 0

o 00 i
00 oG° odh. P I

Obréazek 2.2: Priklad tvaru silového pole [47].

Celkovou energetickou nadplochu FEiu.1, po které se pohybuji jadra, je mozné
rozdélit na dvé skupiny c¢lenti popisujici vazebné a nevazebné interakce.

Vazebné ¢leny popisuji sily plisobici na atomy v rdmeci jedné molekuly. V sou-
fadném systému dané molekuly je mozné tyto cleny zapsat prostrednictvim délek
vazeb a velikosti valenc¢nich ¢i dihedralnich thli. Jednotlivé ¢leny jsou pritom
jednoduché funkce, které vystihuji charakteristicky tvar prislusného potencialu.
Pro délku vazeb je tak naptiklad bézné pouzivat harmonicky potencial, ktery je
adekvatni zejména v blizkosti rovnovazné hodnoty. Je ale ziejmé, Ze nedokaze
popsat vznik ¢i prestipnuti vazby - disociaci molekul.

Nevazebné interakce lze rozdélit do dvou skupin na elektrostatické a van der
Waalsovy.

Elektrostatické interakce je v MD simulacich bézné aproximovat pomoci bodo-
vych parcidlnich naboji a Coulombova zdkona [48]. Kazdému atomovému jadru
je prirazen neceloc¢iselny naboj. Neni to skutecna fyzikalni velicina. Hodnoty par-
cialnich ndboji se v rtiznych silovych polich mohou lisit v zavislosti na metodé
pouzité pri jejich parametrizaci. V silovém poli AMBER jsou voleny tak, aby byl
co nejlépe aproximovan elektrostaticky potencial v okoli molekuly. V silovém poli
CHARMM jde o co nejlepsi aproximaci interakce s okolnimi molekulami vody.

Van der Waalsovy interakce zahrnuji celou tiidu interakei mezi dipély a indu-
kovanymi dipély. Zahrnuji tak Londonovy, Debyeovy a dalsi sily. V. MD simulacich
se obvykle popisuji spoleéné s Pauliho repulzi pomoci Lennard-Jonesova potenci-
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alu [49]. Ten reprezentuji prvni dva ¢leny v nevazebnych interakcich na obrazku
2.2

Pro popis molekul vody byl v této praci zvolen model TIP3P [50], ktery mo-
lekulu vody popisuje jako rigidni molekulu se tremi bodovymi naboji a Lennard-
Jonesovymi parametry na polohach atom.

2.2 Silové pole CHARMM

Pro popis koronavirové proteazy Mpro bylo v ramci této prace zvoleno si-
lové pole CHARMMS36 [51], které se hojné vyuziva pro MD simulace proteint,
nukleovych kyselin a lipida.

Silové pole CHARMM obsahuje nésledujici ¢leny [51]:

UR)= > Kyb—0)>+ > Ko(0—00)>+ > Ky[l+cos(ng—0)

bonds angles dihedrals
(2.1)
+ Z KUB(S - 50)2 + Z Kw(w - (A)())2 (22)
Urey—Bradley impropers
+ D Ucuar(d¥) (2.3)
residues

+ Z { 5?;1“

non—bonded pairs

Rmin 12 Rmin 6 o
(” ) —2( i ) ] TR L } (2.4)
Tij Tij 47T505Tij

kde prvni radek predstavuje tradi¢ni vazebné c¢leny zahrnujici délky vazeb
b, valen¢ni thly 6 a dihedralni thly ¢. Silové pole CHARMM neobsahuje cross-
termy, ani vyssi mocninné cleny. Vazby a valenc¢ni thly jsou popsany pomoci
jednoduchych harmonickych funkci a dihedralni thly pomoci periodické funkce,
kde n znac¢i multiplicitu a § fazovy posun. Silové pole CHARMM tak predstavuje
kompromis mezi presnosti a rychlosti vypoctu, ktery dovoluje simulovat velké
biomolekularni systémy na dlouhych casovych skélach.

Druhy radek obsahuje vazebné cleny, které se v jinych silovych polich
casto nevyskytuji. Tzv. Urey-Bradleyho potencial spojuje termindlni atomy A a
C v trojici kovalentné vazanych atomi A-B-C. Nevlastni dihedralni ¢len (angl.
improper dihedral) se pouziva v pripadé, kdy mame ti atomy hvézdicovité vazané
na jeden centralni atom a lze pomoci néj kontrolovat, zda centralni atom lezi v
roviné ostatnich t¥i atomut, nebo mimo ni. Zavedenim téchto ¢lenti je mozné lépe
popsat a ovladat prostorové usporadani motivi vyskytujici se v proteinech, jako
jsou napt. peptidové vazby, které jsou priblizné planarni, a jejichz popis by bez
zahrnuti téchto ¢lent byl obtizny.

Treti Fadek 2.3 predstavuje tzv. CMAP korekei (angl. correction map) zavede-
nou pro dalsi vylepseni popisu proteinti. Jedna se o numerickou korekci energie de-
finovanou na diskrétni m¥izi pro tzv. Ramachandranovy thly, coz jsou dihedralni
thly popisujici konformaci tzv. hlavniho vldkna - patefe (angl. main chain - bac-
kbone) proteinu.

Posledni radek obsahuje nevazebné ¢leny, které jsou tradi¢né popsany po-
moci Lennard-Jonesova potencialu u van der Waalsovy interakce a pomoci par-
cialnich bodovych naboji v pripadé elektrostatické interakce.
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Veli¢iny s indexem 0 znac¢i rovnovazné hodnoty.

Tzv. silové konstanty K; jsou parametry silového pole uréené na zakladé expe-
rimentu ¢i ab initio vypoc¢ti a jejich hodnoty jsou specifické pro rizné molekuly.
Kazdému atomu je totiz v molekule prifazen urcity atomovy typ, ktery muze byt
specificky napr. i pro razné pozice stejného atomu v dané molekule. V kone¢ném
vysledku tak i atomy stejného druhu, napi. atomy uhliku ve funkéni skupiné ke-
tonu, mohou byt popsany riiznymi atomovymi typy. Silové konstanty K; nabyvaji
ruznych hodnot pro rizné kombinace atomovych typu.

Pti parametrizaci silového pole CHARMM bylo vyuzito toho, Ze proteiny jsou
slozeny z kone¢ného mnozstvi zakladnich stavebnich kament - aminokyselin. Pro
kompletni parametrizaci proteinovych molekul tak stac¢i naparametrizovat jed-
notlivé aminokyseliny a peptidovou vazbu.

2.3 Silové pole CGenFF

V pripadé malych organickych latek, které jsou zkoumény jako mozné inhi-
v tom smyslu, ze struktura téchto organickych ligandi je obvykle pomérné uni-
katni. V principu je tedy idedlni parametrizovat tyto ligandy jednotlivé a na
zakladé kvantové-mechanickych vypocti v kombinaci s experimentdlnimi daty.

Nicméné i zde lze vyuzit toho, zZe jednotlivé ligandy sestavaji z vice ¢i méné
obvyklych dil¢ich strukturnich motivii. Zejména pokud potfebujeme popsat a
zkoumat veétsi mnozstvi ligand, jejichz struktura je rtznoroda, tak je obvyklé
pouzit v prvni fazi webovych servert, které ligandim atomové typy a silové kon-
stanty priradi na zakladé analogie.

Pro popis ligandt v rdmci této praci bylo zvoleno silové pole CGenFF
(CHARMM General Force Field) [52], které bylo navrhnuto tak, aby bylo kompa-
tibilni se silovym polem CHARMM a nedochéazelo tak k miSeni riznych pristupt
k parametrizaci molekul, které spolu maji v simulovaném systému koexistovat a
interagovat.

Silové pole CGenFF bylo parametrizovano pro dvé ttidy molekul. Prvni zahr-
novala fadu bioorganickych heterocykli. Druhd velké mnozstvi funkcénich skupin.
Prislusné parametry by tak mély byt pouzitelné pro vétsinu malych bioorganic-
kych latek.

Parametrizace ligandu, které v CGenFF nejsou explicitné uvedeny, se provadi
na zakladé analogie vhodnou kombinaci dostupnych parametrii. Pokud analo-
gie neni dostatecnd, tak se doporucuje provést dodatecné kvantové-mechanické
vypocty pro optimalizaci prislusnych parametri.

Pro silové pole CGenFF existuje algoritmus, ktery dokaze automaticky pti-
radit atomové typy zadané molekule [53| [54] predevsim na zékladé konektivity
atomil. Prifazeni vazebnych silovych konstant K; se provadi postupnou substituci
atomovych typli do zndmych parametri CGenFF. Kazda substituce prida urci-
tou hodnotu k celkové penalizaci a kombinace substituci s nejmensi penalizaci
pak urc¢i volbu vysledné silové konstanty K;. Parcidlni ndboje jsou prifazeny na
zakladé rozsitené¢ho “vazba-nédboj” schématu, které je schopné popsat indukéni a
mezomerni efekty az do tii kovalentnich vazeb.
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2.4 Integratory

MD simulace je mozné zahéajit, pokud jsou k dispozici pocatecni souradnice
vSech atomu simulovaného systému a pokud je pritazeno vhodné silové pole vsem
jeho slozkam (tj. proteinu, ligandu, vodni obélce, iontim atd.).

Reseni Newtonovych pohybovych rovnic pak lze provést pomoci integratort,
které diskretizuji ¢as na konecné ¢asové kroky a v kazdém takové casovém kroku
aproximuji pohyb molekul, jak je schématicky znazornéno na obrazku [2.3]

[Poééteéni atomovy model]

—»[V)'lpoéet molekularnich sil piasobicich na kazdy atom)

¥

(Posun kazdého atomu podle uréenych sil]

—(Krok v &ase simulace o 1 fs nebo 2 fs)

Obrazek 2.3: Schématické znédzornéni reseni Newtonovych pohybovych rovnic po-
moci integrator s koneénym ¢asovym krokem [47].

Konkrétni tvar integratoru se muze lisit v duasledku volby napf. termostatu
apod. Zakladni odvozeni vychazi z Liouvillova operatoru iL [55] definovaného na
fazovém prostoru vztahem:

>+ Py (25)

iL = Z [l’] J ap
J

kde z; a p; znaci kanonickou soufadnici a hybnost, N je rovno poctu atomil v
simulaci a Fj pfedstavuje silu pisobici na j-ty stupen volnosti.

Klasicky propagétor U(t) pak lze vyjadrit jako exponencidlu z Liouvillova
operatoru

U(t) = et

Liouvilluv operator lze rozlozit na soucet dvou operatoru L = iL1+1iLy, které
odpovidaji dvou ¢lentim v rovnici 2.5 a aplikovat Trottertv teorém [55]

GiIa+La)t _ {eiLl%eiLgAteiLl%r O/ PY),

kde délka Casového kroku je oznacena At =t/P a P znaci pocet kroku za cas t.

Dostaneme tak aproximativni vyjadieni propagatoru rozlozené na soucin ex-
ponencidl z jednotlivych ¢asti pivodniho Liouvillova operatoru, které jsou tmérné
derivacim budto pouze souradnice, nebo pouze polohy. Vyhneme se tak kiizovym
¢lentim a pisobeni propagatoru se znacné zjednodusi, nebot exponenciala derivace
souradnice ptusobici na funkci fazového prostoru zptsobi pouhy posun souradnice
[55]

et f(q) = flg+c).
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Rozpisem piisobeni integratoru na pocateéni souradnice ve fazovém prostoru
dostaneme konkrétni tvar integratoru. Prikladem je rychlostni Verlettv integra-
tor, ktery je casto implementovan v softwarovych balicich pro MD simulace bio-
molekul. Sestava ze t11 dil¢ich podkrokt pti vypoc¢tu novych souradnic a rychlosti
v rdmci jednoho ¢asového kroku:

v (t + A;) =v(t)+ ;a(t)At, (2.6)
x(t+At) =x(t) + v (t + A;) At, (2.7)
vt +At) = v <t + A;) + ;a(t + ADAL (2.8)

kde vypocet sil a zrychleni v prvnim a tretim dilé¢im podkroku zavisi na zvole-
ném silovém poli. Kromé tplné prvniho kroku MD simulace je nutné pocitat sily
pouze jednou za casovy krok. Vypocet sil je velmi naroc¢na operace, proto pou-
ziti Verletova algoritmu umoznuje provadét MD simulace relativné rychle. Dalsi
jeho vyhodou je enormni stabilita i pfi pouziti relativné velkého ¢asového kroku.
Verlettim integrator je implementovan v softwarovém baliku NAMD, ktery byl
pouzit pro MD simulace v rdamci této prace.

2.5 Periodické okrajové podminky

Abychom se v MD simulacich vyhnuli povrchovym efekttim, zavadime ob-
vykle tzv. periodické okrajové podminky [56]. Simulovany systém sestavajici z
biomolekuly obklopené vodni obalkou tvori zakladni box, ktery je diky periodic-
kym okrajovym podminkdm nekonecéné replikovan ve vsech smérech s periodou
rovnou délkdm hran boxu, jak je zndzornéno na obrazku [2.4]

Obréazek 2.4: Schématické znazornéni periodickych okrajovych podminek [57].

Atom na hrané zakladniho boxu, ktery by simulovany systém v dalsim ¢asovém
kroku opustil, je diky periodickym okrajovym podminkdm nahrazen kopii sebe
sama prichazejici do zakladniho boxu z protéjsi strany.

Periodické okrajové podminky tak umoznuji priblizné simulovat vlastnosti
pseudonekonecného systému pomoci vypocti dynamiky uvniti kone¢ného boxu.
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Takto definovany nekonecny systém je ale problematicky z hlediska dalekodo-
sahovych sil, které je v principu potieba pocitat mezi vSemi pary atomu, tedy
nejen uvnitt zadkladniho boxu. Prakticky se tento problém fesi riizné pro van der
Waalsovy a elektrostatické interakce.

V pripadé van der Waalsovych interakci mizeme vyuzit toho, Ze jejich velikost
klesa s Sestou mocninou vzdalenosti. Je proto mozné jednoduse zadefinovat tzv.
vzdalenost ofiznuti (angl. cut-off distance), od které muzeme tyto sily polozit
rovny nule [56].

Abychom se vyhnuli nespojitostem sil na cut-off vzdalenosti, tak se navic defi-
nuje tzv. prepinaci vzdélenost (angl. switch distance), od které van der Waalsovy
sily modifikujeme tak, aby spojité klesly na nulovou hodnotu pro cut-off vzdale-
nost. V1iv zavedeni switch vzdalenosti je zobrazen na obrazku[2.5] BéZné hodnoty
switch a cut-off vzdélenosti se pohybuji kolem 10, resp. 12 A.

K urychleni vypoct se navic definuje vzdalenost pro generovani seznamu part
atomu, které jsou od sebe vzdaleny méné nez cut-off vzdalenost. Tento seznam
neni nutné ménit v kazdém vypocetnim kroku, ale pouze s urcitou frekvenci v
zavislosti na definovanych switch a cut-off vzdalenostech.

switchdist cutoff

energy
=)

distance

Obrazek 2.5: Modifikace Lennard-Jonesova potencidlu zavedenim switch a cut-off
vzdélenosti [56].

Elektrostaticky potencial klesa ve srovnani s van der Waalsovymi interakcemi
podstatné pomaleji a nelze proto jednoduse definovat cut-off vzdalenost. Misto
toho se obvykle aplikuje Ewaldova sumace [56], ktera vyuziva periodi¢nosti simu-
lovaného systému, a umoznuje provést vypocet elektrostatickych interakei nejen
pro zakladni box, ale i pro vSechny jeho periodické obrazy. V softwarovych ba-
licich pouzivanych pro MD simulace biomolekul je obvykle implementovana tzv.
“Céastice-mrizka” verze Ewaldovy sumace (anglicky Particle-Mesh Ewald sum-
mation) [58].

Ewaldova sumace rozdéluje soucet prispévki od vsSech bodovych naboji na
dvé sumy. Vychézi se zde ze zdkladniho vztahu [59]

1 = erfc (Br) + erf (Br),

kde ke vS§em bodovym nabojim v systému pric¢teme a odecteme stinici Gaussovo
rozlozeni naboji, jak je znazornéno na obrazku . Parametr  zde predstavuje
sitku pouzitych stinicich hustot a r znaci obecné vzdalenost mezi dvéma atomy.
Funkce erf a erfc znac¢i chybovou, resp. dopliikovou chybovou funkeci.

Pokud ma simulovany systém nenulovy celkovy naboj, tak se navic definuje
uniformni hustota naboje, ktera celkovy naboj vyrusi [59]. Resenim Poissonovy
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Bodové naboje Pfimy prostor Reciproky prostor

T TR AR
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Obrazek 2.6: Stinéni bodovych naboju pii vypoctu elektrostatickych interakei
Ewaldovou metodou [60].

rovnice pro takto definované hustoty ndboji, pak obdrzime odpovidajici elek-
trostatické potencialy. Celkovou energii lze rozdélit na ¢ast, kterd rychle konver-
guje v primém prostoru, a druhou c¢ast, kterd rychle konverguje v reciprokém
prostoru. Celkové tak pro elektrostatickou interakci Epyaq muzeme (bez prefak-
toru 1/4me) psat [56]:

EEwald - Edir + Erec + Eself + Esurface; (29>
1 X erfc ﬁ\rz r; +n,|)

4iq;
Edir:iz HZ - Z .

=1 -5 + Ilr‘ (%,7) €excluded ‘ri - T + Vij| ’
(2.10)
2
1 exp (—7°[m[*/5%) |
Erec - 7 2 i R 2.11
57 mz#:o m]? ;q exp (2mim - ;) ( )
s,
Bwt=——=> ¢, (2.12)
se \/’7_T Pt
2
Esur ace — i 2.13
f: (2 + 1 i L' ( )

Prvni ¢len Eg;, znaci ¢ast Ewaldovy sumace vyhodnocenou v primém
prostoru. V silovych polich je zvykem vynechavat ptisobeni nevazebnych interakeci
mezi nejblizsimi atomy. Jejich ptisobeni je zahrnuto v jinych clenech silového
pole. Musime zde proto odecist prispévek part atomi, jejichz nevazebné interakce
jsou v pouzitém silovém poli vynechany. Naboje jsou oznaceny ¢;, polohy naboja
r;, miizkovy vektor n, a v;; predstavuje miizkovy vektor, ktery minimalizuje
lr; —r; + v;;| pro dany par ¢ a j.

Druhy ¢len Fie. je roven c¢asti Ewaldovy sumace vyhodnocené v recipro-
kém prostoru. V je rovno objemu simula¢niho boxu a m znaéi mrizkovy vektor v
reciprokém prostoru.

Treti clen Ege je roven trivialni konstanté a ctvrty povrchovy clen
Fourtace lze vétSinou zanedbat diky dielektrické konstanté vody e5 ~ 80
[56].

Pro vhodné definovany parametr [ urcujici sitku rozdéleni stinicich hustot
muzeme pro primou c¢ast Ewaldovy sumace Fg;, definovat cut-off vzdalenost, od
které bude prispévek tohoto ¢lenu zanedban. Vypocetni narocnost se tak zmensi
z O(N?) na O(N). Pi{mou ¢ast Ewaldovy sumace tak lze provést piimocare.
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Naopak pro reciprokou ¢ast Ewaldovy sumace nelze definovat cut-off vzdale-
nost a jeji vypocdetni narocnost je stale O(N?). Proto se v prostoru zavadi peri-
odickd mrizka (angl. mesh). Bodové nédboje, které se mohou vyskytovat kdekoli
v prostoru, jsou interpolovany na body mrizky s vahami, které odpovidaji vzda-
lenosti ndboje od daného miizového bodu. Schématicky tuto situaci vystihuje

obrézek [61].

Charge

Obrézek 2.7: Schématické znazornéni interpolace naboji na mfiiz metody PME.
Interpolace naboji na pravidelnou miiz umoznuje vyuziti algoritmu rychlé Fou-
rierovy transformace a zna¢né tak prispiva k urychleni vypoctu [61].

P11 vyuziti algoritmu rychlé Fourierovy transformace (angl. Fast Fourier
Transform) se vypocetni naro¢nost snizuje na O(N log N). V reciprokém prostoru
je spocten prispévek k energii a naslednou zpétnou Fourierovou transformaci, opét
vyuzivajici FFT algoritmu, se dopocitaji sily v pfimém prostoru.

2.6 Omezeni vazeb

Délku c¢asového kroku je treba v MD simulacich volit podle nejrychlejsiho
pohybu ve studovaném systému. V pripadé bioorganickych molekul jsou vétsinou
nejrychlejsi oscilace vodikti v kovalentnich vazbach. Pokud bychom chtéli popsat
jejich pohyb s dostate¢nou presnosti, museli bychom volit velmi maly ¢asovy krok,
cca. 0,5 fs.

Pokud ale délku téchto vazeb zafixujeme pomoci vhodnych holonomnich ome-
zeni, muzeme volit delsi casovy krok, obvykle 2,0 fs, a vypocet se tak znacné
urychli. Jednim ze zptisobti zavedeni holonomnich omezeni je algoritmus SHAKE

[62].
Zavedenim k holonomnich vazeb o(r;) = 0 zaroven priddme dodatecné sily
G, do Newtonovych pohybovych rovnic

k
8ak
Gir = — M or,’ (2.15)
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kde m znac¢i hmotnost atomu 7, celkova sila je rozdélena na c¢ast plynouci z poten-
cidlni energie silového pole F; a ¢ast z omezeni vazeb G, A\x znaci Lagrangetv
multiplikator.

Presné teseni pro Lagrangeovy multiplikatory mtize byt v zavislosti na zvo-
lenych holonomnich vazbach o vypocetné narocné, nebo dokonce i analyticky
neresitelné a musime proto pouzit aproximativni metody.

V pripadé algoritmu SHAKE se postupuje iterativné [62]. Pozice atomu jsou
nejdrive spocCteny bez omezeni. Poté se pro kazdou ze zavedenych holonomnich
vazeb oy priblizné vyjadii odpovidajici Lagrangetiv multiplikator \; a posunou
se puvodné neomezené pozice atomi. Omezeni se zde aplikuji po sobé a zavadi
se zjednodusujici predpoklad, Ze jsou nezavislé na predchozich. Celd procedura
se opakuje, dokud nejsou zadané vazby oy splnény se zvolenou toleranci. SHAKE
algoritmus je nazorné ilustrovan na obrazku [2.8|

SHAKE algoritmus byl ptivodné odvozen pro obycejny Verlettiv integrator.
Pro rychlostni Verletiiv integrator existuje jeho rychlostni verze nazyvana
RATTLE algoritmus [63]. Pro molekuly vody modelované pomoci modelu TTP3P
existuje analytické TeSeni pro splnéni holonomnich vazeb a nazyva se SETTLE
algoritmus [64].

Obrazek 2.8: Ilustrace SHAKE algoritmu. Atomy 1 a 2 si po vypoc¢tu novych poloh
obecné nezachovaji svoji meziatomovou vzdalenost dio. Aplikaci omezeni pomoci
SHAKE algoritmu muzeme urcit silu G5 potfebnou pro zachovani konstantni
délky vazby [65].

2.7 Statistické soubory

Pohybové rovnice fesené pomoci integratort odvozenych z Liouvillova opera-
toru popisuji izolovany systém, ve kterém se zachovava energie, objem i pocet
castic. Ve vysledku tak popisujeme systém z mikrokanonického souboru.

V termodynamické limité plati, ze by si rtizné statistické soubory mély byt
ekvivalentni, ale v MD simulacich mame pouze konecny pocet molekul. Mize
jich byt tak malé mnozstvi, ze se jejich chovani v riznych statistickych souborech
muze znacné lisit. Je proto vhodné simulovat systémy v souborech, které nejlépe
odpovidaji experimentalnim podminkam. V pripadé bioorganickych molekul se
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nejcastéji voli izotermicko-izobaricky soubor (NpT soubor), ve kterém se udrzuje
konstantni stfedni hodnota teploty 1" a tlaku p.

Rovnice vySe uvedeného Verletova integratoru [2.6] a je tak potfeba
modifikovat zavedenim vhodnych termostati a barostati.

Jako termostaty se oznacuji algoritmy, které zaruci konstantni hodnotu stredni
hodnoty teploty béhem MD simulace. Moznych pristupt je mnoho a podle kon-
krétniho systému, ktery chceme studovat, je potieba zvolit vhodny termostat.
Pro nékteré drive hojné pouzivané termostaty, jako byl napr. Berendseniv ter-
mostat, bylo ukazano, ze sice udrzuji konstantni teplotu, ale negeneruji spravny
kanonicky soubor [66], nebot nékteré stupné volnosti maji v koneéném vysledku
nizsi teplotu nez ostatni.

Existuji tzv. deterministické termostaty, které explicitné popisuji stupné vol-
nosti lazné, ktera je vazana na nas systém. Prikladem takového termostatu je
Nosé-Hoovertv termostat [67].

Kanonicky soubor lze generovat i pomoci Andersenova termostatu [68], ktery
jednoduse periodicky zméni vSechny rychlosti atomt v simulaci na nové rychlosti
generované podle Maxwell-Boltzmannova rozdéleni. Nevyhodou tohoto pristupu
je, ze trajektorie jsou znac¢né naruseny a tento termostat tak nelze pouzit na stu-
dium c¢asové korelovanych jevii, nybrz pouze k ziskani statistickych rovnovaznych
hodnot.

V této praci byl v MD simulacich pouzit termostat zalozeny na Langevinovské
dynamice [56]. Pohybové rovnice jsou v tomto piipadé modifikovany dodatecnou
stochastickou silou, kterd reprezentuje interakci s lazni a zajistuje generovani
spravného statistického souboru. Kromé stochastického ¢lenu je nutné rovnice
doplnit o ¢len tfeni, aby byl splnén fluktuacné-disipacni teorém. Celkovée tak po-
hybové rovnice nabyvaji podoby:

r = Db (2.16)

m;

B = Fi — 1p, + \/2ksTym;R,(1), (2.17)

kde r; a p, oznacuji kanonicky sdruzenou soufadnici a hybnost, m,; hmotnost i-
tého atomu. Sila F; znaci ¢ast celkové sily odvozené ze silového pole bez zahrnuti
termostatu, 7 je koeficient tieni, kg Boltzmannova konstanta, T" teplota a R;(t)
znaci bily Gaussovsky sum s nulovou stfedni hodnotou.

Po zavedeni stochastické sily se pozice a rychlosti stanou nahodnymi velic¢i-
nami a jejich odpovidajici pravdépodobnostni rozdéleni se v ¢ase vyviji podle
Smoluchowského rovnice [56]. Rovnice a jsou navrhnuty tak, aby ¢asové
nezavislé reseni Smoluchowského rovnice odpovidalo rozdéleni pozadovaného sta-
tistického souboru.

Jako barostaty se oznacuji algoritmy, které ndm zarucéi konstantni stredni
hodnotu tlaku béhem MD simulace. Opét existuje vice moznosti a je potfeba
vybrat vhodny barostat pro ndmi studovany systém.

V MD simulacich realizovanych v ramci této prace byl vyuzit modifikovany
Nosé-Hoovertuv barostat, jehoz fluktuace byly popsany Langevinovou dynamikou
[69]. Objem simulacniho boxu V' je zde dynamick4 veli¢ina, kterd predstavuje ka-
nonickou souradnici barostatu a jeji odpovidajici kanonickou hybnost oznac¢ime
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p-. Definujeme zde fiktivni hodnotu hmotnosti pistu W jako dalsi parametr si-
mulace a hybnost barostatu p. lze pak urcit jako souc¢in hmotnosti pistu W a
rychlosti deformace boxu &. Celkové pak pohybové rovnice spolecné s termosta-
tem a barostatem nabyvaji nasledujici podoby:

P; Pe

= + T (2.18)
p; = Fi — 1p, + 2k TymiRa(t) — %pi, (2.19)
: Spa
VvV ="y 2.20
W ) ( )
3 X p?
. =3V(X — Pui) + N, ; oz +\/2kpW, Ry, (2.21)

kde R, je bily Gaussovsky sum predstavujici stochastickou silu ptisobici na pist
barostatu, 7, je treci koeficient barostatu, Pey cilovy tlak a skaldrni velicina X
predstavuje hodnotu tlaku pocitanou podle viridlového teorému bez prispévku
sumu pusobiciho na pist. Lze ji ur¢it podle vztahu:

X=_— L 3 o Fi| — =N, V), 2.22
W T v V) (2.22)

kde ®(r™, V') znadi potencidl uréeny podle silového pole.
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3. Vypocty volné energie

Podle druhého zakona termodynamiky muiize entropie pro izolovany systém
pouze rist nebo zistat konstantni. Spontanné tak probihaji pouze procesy, které
zvétsuji entropii systému. Rovnovazny stav je stav s maximalni entropii. Vétsina
systémit, které pozorujeme, nebo s nimiz pracujeme v ramci MD simulaci, ale
izolovana neni. Pro popis pomoci principu maximéalni entropie bychom museli
sledovat entropii jak systému tak i okolniho rezervoaru.

Zavedenim termodynamickych potencialii ovSsem miizeme tento popis zjed-
nodusit. V kazdém termodynamickém souboru totiz plati princip minimalizace
odpovidajiciho termodynamického potencialu vzhledem ke vSem vnitinim pro-
ménnym [70]. Spontdnné tak probihaji pouze procesy, pro které termodynamicky
potencial (volnd energie) klesa.

Vypocet zmény volné energie pri navazani inhibitoru do aktivniho mista en-
zymu pak je vyznamnym nastrojem pri racionalnim designu 1ékii.

3.1 Gibbsova a Helmholtzova volna energie

V MD simulacich biomolekul se nejcastéji pouziva izotermicko-izobaricky sou-
bor popisujici systémy, které si mohou vymeénovat teplo se svym okolim a jejichz
objem muze fluktuovat. Stfedni hodnoty teploty a tlaku jsou zde konstantni, proto
se tento soubor obvykle oznacujeme jako NpT. Pracujeme zde s Gibbsovu volnou
energii (G, pro niz plati vySe zminény princip minimalizace:

aa)
— | =0, (3.1)
<8X T,P
(92G>

>0, (3.2)
(5),,

kde X znaci libovolny vnitini parametr systému a rovnice [3.1] plati pouze za
predpokladu rovnovazného stavu.
Gibbsovu volnou energii je mozné vyjadiit pomoci partiéni funkce A(N, P, T):

G(N,P,T) = —; In A(N, P, T). (3.3)

Z Gibbsovy volné energie miizeme odvodit dalsi termodynamické veli¢iny, po-
kud vyjadrime jeji totalni diferenciél

dG = pdN + VdP — SdT, (3.4)
oG
()., o
oG
V- (mp)N’T , (3.6
s—_ (%) (3.7)
T )y p
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kde p znaéi chemicky potencidl a S entropii systému.

V piipadé kanonického souboru (NVT), ktery se v MD simulacich biomole-
kul také nékdy pouziva, termodynamicky potencial odpovida Helmholtzové volné
energii A. Vyznam Gibbsovy a Helmholtzovy volné energie je analogicky a v
literature se ¢asto zaménuji.

Od kanonického souboru popsaného, Helmholtzovou volnou energii A(N,V,T),
muzeme prejit k izotermicko-izobarickému souboru, popsanému Gibbsovou vol-
nou energii G(N,P,T'), pomoci Legendreovy transformace [55], pokud vyjadiime
objem jako funkci tlaku a vyuzijeme jednu z Maxwellovych relaci P = —0A/0V

G(N,PT) = A(N,V(P),T) + PV(P). (3.8)

Partiéni funkei izotermicko-izobarického souboru A(N, P, T) lze odvodit na
zakladé uvah, kdy uvazujeme kanonicky systém, ktery pomyslné rozdélime na
dva podsystémy a jeden z nich uvazujeme jako barostat [55]. Ve vysledku mtzeme
psat

1

o o —B(H(x)+PV

kde H(x) znac¢i hamiltonidn systému, faktor § = 1/kgT, h Planckova konstanta
a Vy je objemovy ¢len zahrnuty pro spravnou normalizaci.

Ze znalosti partiéni funkce mizeme ziskat volnou energii a odvodit vsechny
termodynamické vlastnosti studovaného systému. Presné urceni parti¢ni funkce
je vsak casto obtizné a pro fadu jevli ndm staci jednodussi popis pomoci zmény
volné energie mezi dvéma rovnovaznymi stavy.

3.2 Vazebna volna energie

V pripadé inhibitorti enzymu se konkrétné jedna o rozdil hodnot volné energie
mezi stavy s volnym a navazanym ligandem. Porovnani vazebnych volnych ener-
gii pro sérii inhibitor pak umoznuje vybrat z nich ten nejicinnéjsi. To se hojné
vyuziva pri raciondlnim designu lékt prostirednictvim dockingu ¢i MD simulaci.
Dilezité pritom je, porovnavat vypoctené hodnoty vazebné volné energie s do-
stupnymi experimentalnimi daty, aby bylo jisté, ze zvoleny vypocetni protokol je
adekvatni.

Oznacéime-li studovany enzym E a potencidlni inhibitor I, tak jejich vazebna
reakce lze zapsat:

[+E=IE, (3.10)

kde IE znaci produkt, tedy komplex navazaného inhibitoru a enzymu.

V rovnovaze pro tento systém plati, ze pomér koncentraci reaktanti a pro-
duktt je konstantni v ¢ase. Mizeme proto definovat rovnovaznou vazebnou kon-
stantu K, (nebo jeji prevracenou hodnotu, oznacovanou jako disocia¢ni konstanta
K ), nasledujicim zptusobem [71]

Ky=—=—"1 (3.11)



Rovnovazna vazebna konstanta souvisi s rozdilem Gibbsovy volné energie mezi
stavy s volnym a navazanym ligandem prostirednictvim vztahu:

AGO = —]{TBTIH(C()KI,), (312)

kde AG, znaci standardni vazebnou volnou energii a Cy = 1M odpovida stan-
dardni koncentraci. Ze znalosti Gibbsovy vazebné volné energie tak mtizeme urcit
vazebnou rovnovaznou konstantu a naopak. Zaroven je ziejmé, ze ¢im vice za-
pornéd bude vazebna volna energie, tim vétsi bude rovnovazna vazebna konstanta
a vytvoreny komplex tak bude termodynamicky vice stabilni.

3.3 Termodynamicky cyklus

V principu je mozné simulovat navazani ligandu k proteinu primo. Na po-
¢atku umistime ligandy volné do okolni vodni obélky a ¢ekdme (obvykle velmi
dlouho), az dojde k navazani. Vazebnou volnou energii je pak v principu mozné
urcit z podilu poctu simula¢nich snimk, kdy je ligand navazan a kdy je volny.
Problémem tohoto postupu je, ze proces navazani inhibitoru do aktivniho mista
enzymu trva velmi dlouho a pokud se tak nahodou stane, pak inhibitor jiz aktivni
misto obvykle spontdanné neopusti. K vypoctu vazebné volné energie by pritom
bylo potieba ziskat trajektorie, kde dojde k velkému poctu realizaci asociace a
disociace mezi inhibitorem a enzymem. To s béznymi hardwarovymi prostiedky
neni v soucasné dobé mozné. V praxi tak byl tento postup tspésné aplikovan
pouze za vyuziti specializovaného superpocitace Anton, jehoz procesory jsou na-
vrzené piimo pro algoritmus molekuldrni dynamiky [72]. Kromé toho se jednalo
o chabé milimolarni inhibitory s velmi malymi vazebnymi volnymi energiemi
~ 2—3 kcal /mol. Pro potencidlni léky t¢inkujici v nano- ¢i pikomolarnich koncen-
tracich a s vazebnymi volnymi energiemi vétsimi nez 10 kecal /mol je tento pristup
v soucasné dobé nepouzitelny. Ve vétsiné pripadt tak musime pouzit specializo-
vané metody, které vypocet vazebné volné energie urychli.

Jedna z moznosti je zavést dodatecéné sily ¢i potencidly, jez ligand tdhnou
z ¢i naopak tlac¢i do vazebného mista. Patii sem metody SMD (angl. Steered
Molecular Dynamics), ABF (angl. Adaptive Biasing Force), metadynamika, um-
brella sampling. Hovorime ptitom o urychleni tzv. geometrické transformace - na
obrazku podél horni horizontalni Sipky.

Druhy mozny piistup [73], ktery byl vyuzit v ramci této prace, predstavuji tzv.
alchymistické transformace - na obrazku [3.1 podél vertikdlnich Sipek. V tomto pii-
padé se vyuziva skutecnosti, ze volna energie je stavova veli¢ina. Jeji rozdil mezi
dvéma stavy tedy nezavisi na cesté, po které jsme presli z jednoho stavu do dru-
hého. Zajimé nas zde rozdil volné energie mezi stavem, kdy je ligand navazany
na protein, a stavem, kdy je ligand volny v rozpoustédle. Namisto primého vy-
poc¢tu podél horni horizontalni Sipky na obrazku pijdeme nyni oklikou - tj.
druhou moznou cestou podél termodynamického cyklu. To bude obnéaset vypocet
rozdilu volné energie pri anihilaci (odpoutédni) ligandu z vodni obélky, od néhoz
bude tifeba odecist hodnotu rozdilu volné energie pti anihilaci ligandu z vazeb-
ného mista proteinu. V praxi se to realizuje tak, ze se postupné skaluji nevazebné
interakce ligandu takovym zptisobem, aby se ligand postupné odpoutal od svého
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okoli (vodni obalky ¢i vazebného mista v proteinu) a ze simulovaného systému
tak efektivné zmizel.

Provadi se tedy dvé nezavislé MD simulace. V prvni MD simulaci uvazujeme
ligand volné rozpustény ve vodé, protein v tomto pripadé viibec neni potieba v
simulaci uvazovat, diky ¢emuz je mozné pouzit mensi simula¢ni box. Ligand po-
stupné mizi ze simulovaného systému a ziskame zde hodnotu AGyater. Ve druhé
MD simulaci za¢iname s ligandem navazanym na protein. Ligand pak v pri-
béhu alchymistického vypoctu ze simulovaného systému mizi a ur¢cime hodnotu
AG protein- Konecné stavy ligandu v obou simulacich jsou shodné - ligand ve vakuu.
Rozdil volné energie mezi témito koncovymi stavy (tj. podél spodni horizontalni
sipky na obrazku je tak nulovy. Vazebnou volnou energii diky tomu urc¢ime
jako rozdil hodnot AGyater @ AGprotein- Vyuzivame pritom faktu, Ze volna energie
je stavova veli¢ina, proto suma rozdili volné energie podél celého termodynamic-
kého cyklu musi byt nulova. To znamend, Ze musi platit:

0= ACTywater - AGprotein - AGbimd (313)

a diky tomu muzeme urcit vazebnou volnou energii z rozdilu hodnot ziskanych v
prubéhu obou dil¢ich alchymistickych transformaci:

AGbind - AC;water - AC:protein- (314)

bind

—>

AG AG

water protein

AG

n
o

Obrézek 3.1: Termodynamicky cyklus pro vypocet vazebné volné energie. V pii-
padé geometrické transformace se postupuje nejkratsi moznou cestou primo podél
horni horizontalni sipky. V pfipadé alchymistickych transformaci se vyuzije delsi
cesta, kdy se provadi dvé diléi simulace/transformace, béhem nichz jsou interakce
ligandu s okolim skalovany postupné az na nulu. Vazebna volnd energie je pak
urcena jako rozdil hodnot vypoc¢tenych béhem téchto dvou diléich simulaci [47].

V praxi se ukazuje, ze vypocty vazebné volné energie ¢asto konverguji velmi

pomalu a je proto potieba simulovat netiinosné dlouhé trajektorie. Jednim z moz-
nych Teseni je zavést do simulovanych systémi dodatecné omezujici potencialy,
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které budou ligand drzet v uréité pozici, orientaci, ¢i konformaci [74} [75]. Ve vy-
sledku tim omezime konformacni prostor, ktery musime béhem MD simulace na-
vzorkovat, a stac¢i tak simulovat kratsi trajektorie. Nevyhodou tohoto pristupu je,
ze musime zaroven urcit prispévek omezujicich potenciali k vazebné volné ener-
gii. Ten lze v nékterych jednoduchych pripadech urcit analyticky. Pokud ovSem
pouzivame komplikované omezujici potencialy, tak je potieba modifikovat pou-
zity termodynamicky cyklus a provést dalsi nezavislé MD simulace, ve kterych
prispévek omezujicich potencialti uréime, jak je znazornéno na obrazku |3.2

G

bind

) 8

i
"
L

AG G

water,res protein,res

<«
<

AG G

water protein

S

Obréazek 3.2: Upraveny termodynamicky cyklus vyuzity pro vypocet vazebné
volné energie v pripadé zavedeni dodateénych omezujicich potencidli (angl. re-
straints). Oproti vypoctu bez dodateénych potencidlu je potieba provést dalsi
dvé simulace navic, ve kterych se urc¢i prispévky omezujicich potenciala. [47].

: I

b
I
o

Provadi se zde tedy navic MD simulace, ve které je ligand navazany na
protein a postupné zapiname omezujici potencialy. V této MD simulaci ur¢ime
AG proteinres- Podobnou simulaci je potieba provést i pro ligand rozpustény ve
vodé, kdy uréime AGyaterres- Zbylé dvé simulace, alchymistické transformace,
probihaji podobné jako v predchozim pripadé, pouze zde jsou v jejich pruabéhu
pritomny ony omezujici potencialy. Vyslednou vazebnou volnou energii pak ur-
¢ime z vyrazu:

AGbind == AGwaﬂ:cr + AGwautcr,rcs - AC;protcin - AGprotcin,rcs (315>

Znacnou vyhodou tohoto ptistupu je to, ze diléi MD simulace je casto mozné
provést obousmeérné, protoze ligand odpoutany od proteinu zustava diky ome-
zujicim potencidlim ve vazebném misté. Béhem alchymistickych transformaci je
tak mozné simulovat nejen anihilaci ale i kreaci ligandu. Omezujici potencialy
ve zbyvajicich MD simulacich je mozné zapinat i vypinat. Pripadny rozdil mezi
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hodnotami volné energie urcenymi v jednom a druhém sméru pritom indikuje, Ze
vysledky nejsou dostatecné zkonvergované a ze je zadouci provést delsi MD simu-
lace. Krea¢ni béhy pri vypoctu solvatac¢nich volnych energii obvykle konverguji
podstatné rychleji nez béhy anihilac¢ni. Na druhou stranu vazebna mista proteint
nemusi byt vzdy rigidni po odpoutani ligandu mohou v priabéhu anihila¢niho béhu
znacné zmeénit své prostorové usporadani, coz mize konvergenci navazujicich kre-
acnich béhl znacné zpomalit az znemoznit. To je i pripad koronavirové Mpro s
mimotadné flexibilnim aktivnim mistem, které je uzptusobené interakci s 10 ¢i 11
riznymi prirozenymi substraty, které musi spolehlivé rozpoznavat. Proto byla v
této praci dominantné vyuzita metoda prosté dvojité anihilace bez dodateénych
omezujicich potenciali.

3.4 Alchymistické transformace

P1i alchymistickych transformacich se obvykle definuje bezrozmérny parametr
A, ktery nabyva hodnot od 0 do 1 a popisuje pfechod z pocatecniho referencniho
do cilového stavu. Béhem alchymistickych transformaci mize dochazet k anihi-
laci, kreaci ale i mutaci atomu ¢i jejich skupin. Atomy v simulovaném systému
je tak mozné rozdélit do t¥{ skupin [76]: atomy beze zmény, atomy patrici refe-
renénimu pocateénimu stavu a a atomy cilového stavu b. Hybridni hamiltonian
béhem tohoto procesu muzeme zapsat nasledovné:

H(Xv Py )‘) = HO(Xv px) + )‘Hb<xapx) + (1 - /\)Ha(xv px)v (316>

kde H, popisuje atomy beze zmény, H; popisuje atomy v cilovém stavu a H,
atomy referenc¢niho stavu.

Interakce atomi referen¢niho stavu jsou postupné skalovany az na nulovou
hodnotu a tyto atomy tak efektivné mizi ze simulovaného systému. Naopak atomy
cilového stavu b se postupné v simulovaném systému objevuji.

Jelikoz je volnd energie stavova veli¢ina, tak hodnota jejiho rozdilu mezi
dvéma stavy nezavisi na procesu, kterym jsme se dostali ze stavu pocatecniho
do stavu koncového. Muzeme tak volit i nefyzikalni (alchymistické) mezistavy
jakoz i pfesny prubéh skalovani interakei v podstaté libovolné. Z praktického hle-
diska je ovsem dobré volit takovy zptusob skdlovani, pri kterém se pri malé zméné
parametru A zméni interakce pouze malo. Velké zmény v energii pro malé zmény
A lze pri alchymistickych simulacich pozorovat predevsim v koncovych bodech,
kdy anihilované atomy ze simulovaného systému zcela mizi, nebo se v ném naopak
objevi z ni¢eho. Mluvi se zde o tzv. katastrofé koncového bodu [77]. Dochézi zde
k numerickym nestabilitam a je proto tfeba modifikovat zptsob, jakym interakce
skalujeme. Moznym Tesenim je zavést tzv. soft-core potencidl, ktery modifikuje
nevazebné van der Waalsovy a elektrostatické interakce, aby nedochazelo k prilis
velkym zménam naraz.

Misto jednoho parametru A se zde zavadi dva nezavislé parametry Apj a Aglec
a Skalovani provadime nasledovné:

( R%@in 2 )6 < R?;in 2 )3
T%—I—(s(l—/\LJ) Tij+5(1—/\LJ)
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kde parametr § v soft-core potencialu zajistuje, ze van der Waalstuv potencial
nabyva vsude konecnych hodnot i pro malé hodnoty Apj.

Obrézek nazorné ukazuje, jakych hodnot konkrétné nabyvaji parametry
ALJ & Aelee V typické alchymistické MD simulaci provadéné prostrednictvim soft-
warového baliku NAMD [56].

Pro atomy, které ze simulace mizi, vypiname elektrostatické interakce rych-
leji. Pro objevujici se atomy je naopak zapindme az s urc¢itou prodlevou. Predtim
zapiname van der Waalsovy interakce, atomy tak maji dostatek ¢asu na to, aby
se prizpusobily, nedochézelo k prekryviim a v okamziku zapnuti elektrostatické
interakce objevujicich se atomu jiz byly vSechny atomy od sebe dostatecné vzda-
lené.

Vazebné interakce pritom ztistavaji béhem alchymistické transformace beze
zmeény.

Decoupling Mutation
elecLambdaStart = 0.5; vdwLambdaEnd = 1.0 elecLambdaStart = 0.5; vdwLambdaEnd = 0.7
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Obrézek 3.3: Pribéh skalovani elektrostatické Mg & van der Waalsovy interakce
ALy béhem alchymistické transformace v programu NAMD. Pro vyhnuti se ka-
tastrofy koncového bodu je skalovani obou interakci navzajem posunuto. Prvni
graf znazornuje situaci pro atomy, které ze simulace mizi. Druhy graf znazornuje
pripad, kdy nékteré atomy ze simulovaného systému mizi a jiné se v ném naopak
objevuji [56].

3.5 Perturbace volné energie

Jeden z moznych pristupi k vypoctu volné energie béhem alchymistické trans-
formace je perturbace volné energie (angl. Free Energy Perturbation) [78].
Uvazujeme-li kanonicky soubor a chceme urcit zménu volné energie mezi dvéma
stavy a a b popsanymi dvéma rtznymi potencidly U, a Uy, tak je mozné tuto
zménu vyjadrit pomoci stfedni hodnoty na fazovém prostoru [79]:

AAy = —kT'In (e Wrta)) (3.17)

Y
a
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kde index a za stfedni hodnotou znaci, Ze stfedujeme pres konfiguracni prostor
stavu a.

Tuto rovnici je mozno interpretovat tak, ze z molekularnich simulaci ziskame
konfigurace stavu a, které pak beze zmény pouzijeme ke vzorkovani konfigurac-
niho prostoru stavu b. Problém s timto pristupem nastane, pokud konfiguracni
prostory stavli a a b nemaji dostatecny prekryv, jak je zndzornéno na obrazku
B.4] V tomto piipadé konfigurace navzorkované ve stavu a nejsou konfigurace
s vysokou pravdépodobnostni pro stav b. Rozdil potenciali v obou stavech je
zde zna¢ny a exponencidla ve vzorci [3.17] nabyvd malych hodnot. V koneéném
vysledku tak vypocet volné energie konverguje velmi pomalu.

9 p
.

X () X (b) X (c)

Py
Py
Py

Obréazek 3.4: Znazornéni fazového prostoru v jedné dimenzi pri vypoctu volné
energie pomoci metody perturbace volné energie. (a) Poc¢atecni stav a nema do-
stateény prekryv s koncovym stavem b, vipocet vitbec nekonverguje. (b) Dochazi
k prekryvu, vypocet konverguje rychle. (¢) Je mozné zavést mezistavy i, které
zaru¢i postupny prechod mezi stavy a a b [79)].

Abychom mohli efektivné vyuzit vypocet volné energie podle vzorce [3.17] tak
stav b musi byt malou poruchou pro stav a. Pokud tomu tak neni, tak musime
zadefinovat mezistavy i, které zajisti postupny prechod mezi stavy a a b. Mezi-
stavy ¢ definujeme pomoci diive zavedeného parametru A, ktery skaluje interakce
ligandu s okolim a nabyva hodnot mezi 0 a 1. Interval hodnot parametru A se
rozdéli do konecného poctu podintervalt a pro kazdy z nich se provede diléi vy-
pocet podle vzorce Celkovy rozdil volné energie je pak roven souctu dil¢ich
vysledkt z jednotlivych podintervali:

N
AA,p = _szln <e*3(U(>\i+1)*U()\¢))> ) (318)

i=1 ¢

3.6 Termodynamicka integrace

Alternativni zptisob vypoctu volné energie prostrednictvim alchymistické
transformace predstavuje termodynamicka integrace [80]. Stav a je kontinuédlné
prevadén do stavu b. Cely proces by mél byt provadén adiabaticky, simulovany
systém by tedy mél byt v termodynamické rovnovaze. Rozdil volné energie mezi
stavy a a b mize byt i v tomto pripadé vyjadien pomoci stfedni hodnoty v
kanonickém souboru [&1]:

1/ oU
AAHb_/O <a>\>/\d)\, (3.19)



kde index A za stfedni hodnotou opét naznacuje, ze stfedni hodnotu pocitame
pro konkrétni kanonicky soubor s danou hodnotou A.

Prakticka implementace vypoc¢tu volné energie dle vzorce je analogicka
predchozi poruchové metodé. Interval hodnot A rozdélime na koneéné mnoho
podintervalt a v kazdém z nich urc¢ime stfedni hodnotu derivace potencialu podle
A. Volnou energii pak ziskdme podle vzorce numerickou integraci.

3.7 Vypocet volné energie prostrednictvim rov-
novaznych MD simulaci

Presny zptisob vypoctu volné energie se muze lisit nejen podle pouzité vypo-
cetni metody. Obecné totiz dale rozlisSujeme vypocty provedené prostfednictvim
rovnovaznych a nerovnovaznych MD simulaci. V pfipadé rovnovaznych MD simu-
laci ndm k analyze vysledkll v principu staci jedna jedina velmi dlouha trajekto-
rie. Stfedni hodnoty termodynamickych veli¢in jsou pak uréeny, za predpokladu
ergodického teorému, jako stfedni hodnoty v Case z této trajektorie.

3.8 Vypocet volné energie prostrednictvim ne-
rovnovaznych MD simulaci

V ptipadé nerovnovaznych (vétsinou velmi kratkych) MD simulaci je potieba
ziskat velké (stovky ¢i tisice) mnozstvi nezavislych trajektorii. Jejich analyzou
ziskame pravdépodobnostni rozdéleni studované veli¢iny, napt. prace, pri daném
procesu. Aplikaci nékterého z teorému platnych pro nerovnovazné déje ziskdme
opét rovnovaznou hodnotu volné energie.

Prace neni stavova veli¢ina, nebof jeji hodnota zavisi na proslé trajektorii,
ale stale se jedna o termodynamickou veli¢inu a je ji mozné zadefinovat pomoci
stfedni hodnoty souboru néjaké funkce na fazovém prostoru. Konkrétné muzeme
tvrdit, ze vykonand prace W,_,;, musi odpovidat stfedni hodnoté funkce W,_1,(x),
kterd vyjadruje praci vykonanou v jednom ¢lenu souboru pfi prechodu ze stavu
a do stavu b. Je zde dulezité zduraznit, ze se nejedna o prosté rovnovazné stredni
hodnoty, nebot funkce W, (x) je definovina podél urcité trajektorie [55].

Pripravime-li soubor mikrostavi xo odpovidajici stavu a a z kazdého vedeme
urcitou trajektorii x;(Xg), pak mizeme vyjadrit praci W,_.;, jako stfedni hodnotu
Wa—n(Xo) pres pocateéni kanonicky soubor. Praci W,_,,(x0) je také mozno chapat
jako funkciondl trajektorie W, 1, [x;], ale jelikoz predpokladame, Ze trajektorie x;
je jednoznac¢né urcena pocateéni podminkou xg, tak mizeme psat

Waﬁb = <Waﬁb(X0>>a . (320)

7 termodynamiky je znamo, ze pokud pfechazime ze stavu a do stavu b ne-
vratnym procesem, tak prace W, _,;, vykonana béhem tohoto procesu bude vétsi
nebo rovna zméné rozdilu volné energie [55]:

Wa%b Z AAa%ba (321)

kde rovnost plati pouze pro piipad vratného déje. Z rovnice by se tedy mohlo
zdat, ze prostrednictvim prace muzeme ziskat pouze horni odhad rovnovazné
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volné energie. Nicméné neni tomu tak, nebof pti dostatecné velkém mnozstvi rea-
lizovanych nerovnovaznych MD simulaci ziskdame z nékterych trajektorii hodnoty
prace, které budou nizsi, nez je hodnota rovnovazné volné energie. Jde tedy o to,
nahradit prosté priimérovani vhodnou alternativou. Tou je exponencidlni prime-
rovani v Jarzynského rovnosti [82H86], poprvé zavedené v roce 1997. Pomoci ni
lze ziskat vztah mezi hodnotami prace vykonanymi béhem série nerovnovaznych
MD simulaci a rovnovaznou hodnotou zmény volné energie:

AA, oy, = —kT In (exp(—BWasb(%0))), » (3.22)

kde uvedenou stfedni hodnotu je nutné chapat stejné jako v pripadé [3.20]

Oproti rovnovaznym MD simulacim, pti kterych se vzorkuji mikrostavy pro
vypocet souborovych strednich hodnot, tak v pripadé nerovnovaznych MD si-
mulaci prechdzime ke vzorkovani pravdépodobnostniho rozdéleni P(W) hodnot
préace ze vSech moznych (¢i spiSe redlné realizovanych) nerovnovaznych trajektorii
[55]. Stiedni hodnotu v rovnici tak 1ze alternativné prepsat do tvaru:

(e = / AW P(W)e "W, (3.23)

Situace je nazorné ilustrovana na obrazku (3.5 Je zfejmé, ze pravdépodobnost
ziskani hodnoty prace blizké rovnovazné hodnoté zmény volné energie miize byt
velmi mald. Pro spolehlivy odhad volné energie je tak obvykle zapotiebi velkého

mnozstvi nerovnovaznych trajektorii, abychom ziskali dostatecny pocet realizaci
s malymi hodnotami prace W.

AG (W)

p(W)

e

Obrazek 3.5: Pravdépodobnostni rozdéleni P(W) hodnot prace vzorkované pii
nerovnovaznych MD simulacich. Aplikaci Jarzynského identity jsme z tohoto roz-
déleni schopni uré¢it hodnotu rovnovazné zmény volné energie [55].

V pripadé, Ze rozdéleni hodnot prace je gaussovské nebo jemu blizké, tak
muzeme uvedenou exponencialni stfedni hodnotu |3.23| vyjadrit ptiblizné pomoci
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omezeného rozvoje kumulanta [55]:

In (=) & —B (W) + 522 ((w2) — ()%, (3.24)

ktery eliminuje problém se vzorkovanim malych hodnot prace, nebof nam staci
spolehlivé urc¢it stfedni hodnotu pravdépodobnostniho rozdéleni préace a jeji vari-
anci.

Kromé Jarzynského identity mizeme k vypoctu volné energie vyuzit Crookstv
fluktuacni teorém [87, B8], ktery dava do souvislosti pravdépodobnostni rozdéleni
hodnot préace, které ozna¢ime Pr(W), a rozdéleni hodnot préce z opacného pro-
cesu Pg(W). Crooksuv fluktuacni teorém lze pak zapsat nasledovné [89]:

Pe(W)  sw_
e R 529

Situace je graficky znazornéna na obrazku Z rovnice je patrné, Ze
pokud se rozdéleni hodnot prace Pr(WW) pro dopfedny proces (napf. kreaci atomu
¢i molekuly) prekryva s rozdélenim hodnot prace Pp(—W') pro opa¢ny proces
(napf. anihilaci atomu ¢ molekuly), tak exponent na pravé strané rovnice musi
byt nulovy a hodnota prace na priseciku tak odpovida rozdilu volné energie.

Pg(-W)

|

AF

Obrézek 3.6: Vyuziti Crooksova teorému. Pokud jsme schopni urcit priisecik prav-
dépodobnostniho rozdéleni prace dopfedného procesu Pr(W) s analogickym roz-
délenim pro opaény, zpétny proces Pg(—W), tak z ného lze uréit rovnovaznou
hodnotu rozdilu volné energie AF' [90].

3.9 Dodatecné prispévky (korekce) k vypoctené
volné energii

Pri praktickém provadéni alchymistickych transformaci prostrednictvim MD
simulaci je potfeba vénovat zvlastni pozornost nabitym ligandim. Nékteré softwa-
rové baliky, jako je napt. i program NAMD, totiz zapocitavaji i interakei nabitého
ligandu se svymi periodickymi kopiemi. Periodické obrazy ligandi se vétSinou
nachézi dostatecné daleko, takze na zkoumany ligand puisobi pouze elektrostatic-
kymi silami, které jsou po¢itany PME metodou. Pro presné vysledky alchymistic-
kych transformaci s nabitymi ligandy je proto zapotiebi zapocist korekci na tuto

37



self-interakci ligandu se svymi periodickymi kopiemi. Piispévek k volné energii ze
self-interakce lze pro kubické periodické systémy s periodou L vyjadrit analyticky
[91]:

6 wa.
AG(charge = EL & (Q% - qa)a (326)

kde AG charge znaci korekci volné energie na vliv self-interakce, pyala je Ewaldova
konstanta a ¢; znaci ndboj molekuly na konci alchymistické transformace a ¢y na
jejim pocatku. Z rovnice [3.26] je patrné, ze bez zapocitani této korekce muzeme
ocekavat zdanlivou zavislost vypoctené volné energie na velikosti simulovaného
boxu.

P1i vypoctu tzv. standardni vazebné volné energie je dale zapotiebi vzit v
potaz koncentraci studovanych ligand. Vétsinou se totiz pro srovnani s expe-
rimentem pouzivaji hodnoty volné energie odpovidajici standardni koncentraci
1 M. V MD simulacich je ptitom pohyb ligandu tak ¢i onak omezen na urcity
objem V.

V pripadé rovnovaznych MD simulaci miize byt tento objem roven objemu
celého simula¢niho boxu, pokud je simulace dostatecné dlouha a ligand skutecné
postupné projde cely objem simulovaného boxu. Pokud jsou ovsem pri alchymis-
tickych MD simulacich zavedeny dodatecné omezujici potencialy drzici ligand v
urcitém objemu kolem vazebného mista, tak se tim také efektivné zméni koncen-
trace ligandu.

Pro kratké nerovnovazné alchymistické MD transformace, ve kterych ligand
zaCind navazany ve vazebném misté proteinu, z néhoz se postupné odpoutava,
je ligand efektivné omezen na objem, ktery je urcen délkou jednotlivych trajek-
torii V(7), nebot za ¢as 7 se zkoumany ligand muze dostat pouze do omezené
vzdalenosti od vazebného mista.

Korekci volné energie pro standardni stav lze souhrnné zapsat pro vsSechny
vysSe zminéné pripady nésledovné [92]

Vv
AGVO] = kBT In <>, (327)
Yo

kde kg znad Boltzmannovu konstantu, T" teplotu, objem V = 1661 A3 odpovid4
standardnimu stavu a vyznam objemu V' je riizny, podle toho, jakym zptisobem
byla MD simulace provedena. Obecné V' znac¢i objem, ve kterém se ligand nachazel
béhem simulace.
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4. Vysledky MD simulaci

V nasledujicich podkapitolach jsou prezentovany vysledky vypocti volné ener-
gie pro jednoduché modelové systémy a pro komplexy koronavirové proteazy Mpro
s potencialnimi inhibitory. Vypocty volné energie byly provadény prostfednictvim
velkého mnozstvi kratkych nerovnovaznych MD simulaci. Proto byly tyto vypo-
¢ty realizovany v MetaCentru (metavo.metacentrum.cz), které sdruzuje univer-
zitni a akademickd vipocetni centra po celé Ceské republice. Jeho hardwarové
prostiedky jsou student@im VS k dispozici volné (pro studijni ¢ védecké tcely). V
ramci této prace bylo v MetaCentru spusténo priblizné 140000 tiloh a propocitano
180000 CPU dna.

Pti vypoctech volné energie bylo potieba bézné spoustét a nasledné analyzovat
série 100 az 1000 MD simulaci. K tomuto ucelu bylo nezbytné vytvorit cca. 200
(Casto pomérné obsahlych) skripti. Nékolik ukazek je prilozeno v Apendixu. Po
drobnych upravach je mozné tyto skripty pouzit k MD simulacim podobnych
molekularnich systému. Skripty jsou proto k dispozici na vyzadani u autora ¢i
vedouciho této prace.

MD simulace byly realizovany prostrednictvim softwarového baliku NAMD
[56]. Pro popis koronavirové protedzy Mpro jsem zvolil silové pole CHARMM
[51], které je urceno pro MD simulace biomolekul - proteinti, nukleovych kyselin
¢i lipida. Pro malé molekuly a ligandy jsem ve vétsiné ptipadi pouzil silové pole
CGenFF (verze 1.0) [52]. Silova pole CHARMM a CGenFF jsou kompatibilni.
Napriklad vynechavaji nevazebné interakce mezi atomy, které jsou propojené pres
méné nez tii kovalentni vazby. Tyto interakce jsou zahrnuty ve vazebnych clenech.

Veskera priprava simulacnich protokoli a nésledna analyza MD trajektorii
byla provadéna pomoci programu VMD [03] a jeho programovaciho rozhrani Tk
konzole. Béhem pripravy simulacnich protokoli jsem se soustiedil predevsim na
optimalizaci parametrii spojenych piimo s alchymistickymi vypocty volné energie.
Obecné parametry byly nastaveny pro vsechny simulované systémy vice méné
stejné a obvyklym zptisobem. Cut-off vzdéalenost pro van der Waalsovy interakce
¢inila 12,0 A a zéroveri byly van der Waalsovy interakce od switch vzdalenosti
10,0 A spojité modifikovény tak, aby ve zvolené cut-off vzdélenosti mély nulovou
hodnotu. Vzdalenost paria atomt, mezi kterymi byly van der Waalsovy interakce
poditany, byla 14,0 A. Kratkodosahové nevazebné interakce byly aktualizovany v
kazdém casovém kroku a plna elektrostaticka interakce kazdy druhy krok. Pro
vypocet elektrostatické interakce byla pouzita metoda PME s mfiizkou o periodé
1 A. Pomocdi algoritmu SHAKE byly viechny kovalentni vazby s atomem vodiku
omezeny na konstantni délku. Diky tomu jsem mohl pouzit ¢asovy integracni krok
2 fs. Pro kontrolu teploty byl zvolen Langeviniv termostat s koeficientem tieni
1 ps~!. Vé&tsina MD simulaci probihala pii teploté 300 K. Pro kontrolu tlaku byl
pouzit Nosé-Hoovertiv barostat v kombinaci s Langevinovou dynamikou. Cilovy
tlak odpovidal 1 bar.

Vizualizaci simulovanych systému jsem provadél pomoci programu VMD [93]
a UCSF Chimera [94].
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4.1 Solvatace aminokyselin

Prvni skupina molekul, které jsem se ve své praci vénoval, byly postranni re-
tézce aminokyselin. Pro vSechny zdkladni aminokyseliny, zobrazené na obrazku
4.1 jsem tedy ptipravil molekulu odpovidajici pouze jejimu postrannimu fetézci.
To znamenda bez alfa uhliku a také bez amino- a karboxylové skupiny. Napriklad
pro serin je analogem jeho postranniho fetézce molekula methanolu, jak ukazuje
obrazek Glycin (bez postranniho Fetézce) a velmi specificky prolin byly vyne-
chany, nebof analoga jejich postrannich fetézci neni mozné smysluplné definovat.
Pro neutralni histidin byly pfipraveny dvé verze jeho analogu s rizné umisté-
nym vodikem. Hid mé protonovany d-dusiku a Hie e-dusik. V nasledujicim textu
pro jednoduchost nékdy oznacuji analoga postrannich retézcti aminokyselin jako
“aminokyseliny” a také pro né pouzivam nazvy jejich materskych aminokyselin.

H o
H H 7
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b *—C— - % -
H,N z c/’o ;i # a l’.‘:H ‘o J :I:H o HET t': C\U‘ I ? - c\/o ?Hi °
a8 H,N _L':_c\o = s H.C  CH, cI:H, (I:H,
H CH, CH; CH, SH CH, C|H= cH,
|
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Obrézek 4.1: Struktura zakladnich aminokyselin. Pro MD simulace byly pripra-
veny molekuly odpovidajici postrannim fetézcim (s vyjimkou glycinu a prolinu)

Pro analoga postrannich retézci aminokyselin byla nasledné studovana jejich
solvatacni volnd energie. Tedy volna energie spojena s prechodem téchto mole-
kul z vakua do vodniho prostiedi. Jedna se o podstatné jednodussi proces, nez
je vazba ligandu na protein. Pro vypocet solvatacni volné energie totiz nepotte-
bujeme uvazovat termodynamicky cyklus, ktery byl definovan rovnici [3.15 Staci
zde uvazovat jednu alchymistickou transformaci, pti které molekula mizi, nebo se
naopak postupné objevuje ve vodnim prostiedi.
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Obrézek 4.2: Priklad analogu postranniho fetézce aminokyseliny serinu ve vodnim
prostredi. Bez alfa uhliku, amino- a karboxylové skupiny je analogem postranniho
fetézce serinu molekula methanolu.

Nerovnovazny zptsob vypoctu volné energie pro komplexni molekularni sys-
témy stale neni bézné pouzivan a v literature se setkavame spise s tradi¢nimi
vypocty provadénymi pomoci rovnovaznych MD simulaci. Bylo proto potieba
vyTesit nékteré technické detaily a pripravit pracovni postup, ktery by mi umoz-
nil najednou spustit a analyzovat velké mnozstvi trajektorii, tadové 1000, pro
kazdou jednu studovanou molekulu. K pripravé simulovanych systému a nasledné
analyze vysledkit MD simulaci jsem vyuzil kombinaci vlastnich bash skripti a
TCL programovatelné rozhrani integrovaného v softwarovém baliku VMD. Jeden
priklad takového skriptu je uveden jako ptiloha A.1.

Kromé toho bylo tfeba ovérit shodu vysledkt ziskanych prostfednictvim ne-
rovnovaznych MD simulaci s referen¢nimi hodnotami ziskanymi prostrednictvim
experimentu a rovnovaznych MD simulaci. K tomuto tcelu jsou vypocty hyd-
ratacni volné energie postrannich fetézcti aminokyselin velmi vhodné, nebof v
literature je dostatek referenc¢nich hodnot hydratacni volné energie ziskanych jak
z experimenti, tak z rovnovaznych MD simulaci.

Simulované systémy jsou v pripadé solvatovanych analog postrannich fetézcti
aminokyselin velmi malé a MD simulace jsou diky tomu pomérné rychlé. Tento
typ modelového systému byl tedy pro pocatecni odladéni metodiky vypocti volné
energie prostrednictvim nerovnovaznych MD simulaci vhodnéjsi nez komplexné;jsi
systémy, pro které by vypocty trvaly podstatné déle.

Kromé toho jsem analoga postrannich fetézci aminokyselin zvolil také kvili
overeni, zda je mozné silové pole CGenFF pozdéji pouzit pro vérohodné vypo-
¢ty vazebné volné energie ligandu na bazi analog peptidu (tedy ligandu jejichz
stavebnimi kameny jsou analoga aminokyselin) do aktivniho mista koronavirové
protedzy Mpro. Mimo jiné jsem zkoumal, jak se shoduji vysledky ziskané pro-
sttednictvim riznych verzi silového pole CGenFF a zda je mozné shodu s experi-
mentem vylepsit vlastni reparametrizaci silového pole CGenFF prostirednictvim
ab initio vypoctu.
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4.1.1 Priprava simulovanych systémi

Vychozi struktury analog postrannich fetézci aminokyselin byly pripraveny
v modulu Molefacture, ktery je soucasti softwarového baltku VMD. Vystupem z
tohoto programu jsou soubory se souradnicemi atomu (pdb) a jejich konektivitou
(psf), které ale neobsahuji Zadnou informaci o parametrech silového pole. Pro
popis analog postrannich fetézcti aminokyselin bylo zvoleno silové pole CGenFF
(cgenff.umaryland.edu) které existuje ve dvou verzich (v1.0 a v2.5) diky mirné
odlisnému algoritmu pro odhad parcidlnich ndbojui na atomech [52]. V této pod-
kapitole jsem otestoval obé verze tohoto silového pole a nasledné jsem otestoval
i vlastni parametrizaci.

Pripravené struktury poslouzily jako vstup pro webovou aplikaci CHARMM-
GUI [96], ktera je schopné rychle generovat veskeré nezbytné vstupni soubory
pro simula¢ni program NAMD. Molekuly analog postrannich fetézcii aminokyse-
lin pritom byly obklopeny molekulami vody reprezentovanymi TIP3P modelem.
Byl definovan simulaéni box s hranou o délce pfiblizné 50 A a byly aplikovény
periodické okrajové podminky. Do simulovanych systému byly pridany ionty dras-
liku popf. chloru tak, aby simula¢ni box byl celkové neutralni. Vétsina ostatnich
simulac¢nich parametra zistala beze zmény tak, jak bylo popsano v tivodni sekeci.
S parametry specifickymi pro alchymisticky vypocet, jako je déleni intervalu u
A parametru na subintervaly ¢i jako je pocet integracnich kroki realizovanych
na jednotlivych subintervalech, jsem experimentoval a konkrétni hodnoty téchto
parametri jsou uvedeny u odpovidajicich dil¢ich vysledkl nize.

MD simulace pro vSechny aminokyseliny zacaly 200 kroky minimalizace, pri
které byly odstranény blizké kontakty atomt. Navazujici MD simulace tak byly
stabilni. Po minimalizaci jsem spustil 20 ps ekvilibra¢ni béh. Jednalo se o oby-
¢ejnou MD simulaci. Poc¢atecni rychlosti byly nahodné vygenerovany programem
NAMD v souladu Maxwellovym-Boltzmannovym rozdélenim. Nasledné ptisobeni
termostatu a barostatu uvedlo systém do termodynamické rovnovahy, ktera od-
povida statistickému souboru NpT.

Pro vypocty hydratacni volné energie jsem zvolil ptistup podle Crooksova te-
orému [3.25 Provadél jsem alchymistické transformace, pii kterych byly interakce
aminokyselin s okolnimi molekulami skalovany postupné na nulovou hodnotu,
a aminokyseliny tak efektivné postupné mizely ze simulovaného systému. Tento
smér jsem oznacil jako dopredny. Nésledné jsem pfipravil a provedl MD simu-
lace, ve kterych probihal opac¢ny proces. Aminokyseliny se postupné objevovaly
z ni¢eho ve vodnim prostiedi. Tento smér simulaci jsem oznacil jako zpétny. Z
prekryvu distribuci hodnot praci z doprednych a zpétnych béhi jsem pak byl s
pomoci Crooksova teorému schopen urcit rovnovaznou hodnotu hydratacni volné
energie.

U alchymistickych transformaci je dilezité spravné zvolit, jak rozdélit interval
hodnot 0 az 1 pro parametr A vystupujici v rovnici na subintervaly, a jak
rychle alchymistické transformace v jednotlivych A\-oknech provadét.

V pripadé rovnovaznych MD simulaci bych musel zarucit, aby v kazdém -
okné mél simulovany systém dostatek casu dostat se do termodynamické rovno-
vahy. Az poté by bylo mozné zacit vzorkovat rovnovaznou stredni hodnotu a urcit
volnou energii napt. podle rovnice 3.17]

V pripadé nerovnovaznych MD simulaci, které jsem pouzil zde, ale staci, aby
byl simulovany systém v termodynamické rovnovaze na pocatku alchymistickych

42



transformaci. V nasledujicich A oknech pak jiz neni potieba systém ekvilibrovat.
Volba rychlosti nerovnovazné alchymistické transformace je do zna¢né miry libo-
volna, ale pro velmi rychlé transformace 1ze ocekavat, ze simulované systémy bu-
dou daleko od termodynamické rovnovahy, a pro spolehlivou aplikaci Crooksova
teorému bude zapotfebi simulovat velmi velké mnozstvi trajektorii. Volba
rychlosti alchymistickych transformaci tak obvykle predstavuje kompromis uci-
nény s ohledem na realizovatelnou délku jednotlivych MD béhti ve vymezeném
case a s ohledem na celkovy pocet MD béhi, ktery je mozno nardz spustit na
dané hardwarové platformeé.

Nejprve jsem dikladné otestoval rizné rychlosti alchymistickych transformaci.
Zkousel jsem ménit jak déleni intervalu A, tak pocet integracnich krokt realizova-
nych v jednotlivych A oknech. Uspokojivych vysledki jsem dosahl v pripadé, kdy
jsem spustil 100 doprednych a 100 zpétnych béht, A interval byl ekvidistantné
rozdélen do 10 oken s krokem AX = 0,1 a jednotlivd A okna byla simulovana po
dobu 20 ps s celkovou délkou alchymistické transformace 200 ps.

4.1.2 Vysledky simulaci

Priklad vysledku MD simulaci pro postranni analog serinu a silové pole
CGenFF verze 1 je znédzornén na obrazku [.3] Vysledné hodnoty prace ze vech
2x100 trajektorii jsou zndzornény pomoci histogramii. Efektivné se tak béhem
takto provedenych MD simulaci vzorkuji pravdépodobnostni rozdéleni vystupu-
jici v Crooksové teorému a z prekryvu histogramti hodnot z doptredného a
zpétného béhu je mozné urcit rovnovaznou hodnotu hydratacéni volné energie.

30 T
Cetnost ' 0 Doptedné
o5 | : Zpétné
: | AGexp
: : ACTeref
20 :
15| B
10} o [
5 [
R H L =

W [kecal /mol]

Obrézek 4.3: Priklad vysledkii ze 100 doptednych a 100 zpétnych trajektorii pro
analog postranniho Tetézce serinu. Prekryv histogrami je zvyraznén fialovou bar-
VOu.

Obdobné ziskané vysledky pro zbytek analog postrannich retézci neutralnich
aminokyselin jsou shrnuty v tabulce [d.T]a graficky zndzornény na obrazku[4.4] Re-
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ferencni hodnoty znac¢i hodnoty prevzaté z predchozich studii [97, 98], ve kterych
studovali stejné molekuly se stejnym silovym polem, ale s vyuzitim rovnovaz-
nych MD simulaci. Referen¢ni experimentalni hodnoty byly ur¢eny dynamickym
mérenim tlaku pary v rovnovéaze s fidkymi roztoky aminokyselin [99)].
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Obrézek 4.4: Hydrata¢ni volné energie pro analoga postrannich retézce neutral-
nich aminokyselin ziskané s vyuzitim silového pole CGenFF verze 1.0. Vysledky
z nerovnovaznych MD simulaci jsou zde porovnany s referenénimi hodnotami
rovnovaznych MD simulaci [97), 98] a také s experimentalnimi hodnotami [99].

Aminokyselina AG AG o AGexp AG ef
Leu 2,3 2,5 2,3 2,9
Ala 2,2 2,4 1,9 2,4
Tle 2,2 2.3 2,2 2,7
Val 2,1 2,2 2,0 2,5
Met 0,3 0,5 15 1,1
Cys -0,5 -0,4 -1,2 0,0
Phe -0,7 -0,4 -0,8 0,1
Ser -4.8 -4,8 -5,1 -4,6
Thr -4.8 -4,7 -4,9 -4,2
Tyr -5,1 -4,9 -6,1 -4.5
Trp -7,3 -6,5 -5,9 -3,6
Asn -7,8 -8,0 -9,7 -7,9
Gln -7,9 -7,8 -9,4 -7,5
Hie -10,0 -10,6 -10,3 -10,3
Hid -10,3 -10,7 -10,3 -10,0

Tabulka 4.1: Vysledné hodnoty hydratacni volné energie postrannich fetézcti ne-
utralnich aminokyselin. Hodnoty jsou uvedeny v jednotkach kcal/mol. Vysledky
pro silové pole CGenFF verze 1.0 jsou oznaceny AG,; a pro verzi 2.5 AG.s.
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Pro nabité aminokyseliny je pti vypoctu hydratacni volné energie potieba vzit
do uvahy nékolik dalsich faktort. Predevsim jde o interakci nabitych molekul se
svymi periodickymi kopiemi a prechod pres vodni rozhrani.

Béhem alchymistické transformace mizi nabita aminokyselina postupné ze si-
mulovaného systému a tim se méni i jeho celkovy ndboj. Studovana molekula
zaroven v prubéhu celé transformace interaguje se svymi periodickymi obrazy
a to prostfednictvim elektrostatickych interakci, jejichz vliv je vétsinou zapoc-
ten prostiednictvim Ewaldovy sumace 2.12] V soucasné implementaci programu
NAMD neni ve vysledné volné energii odstranén prispévek z této self-interakce.
Z rovnice [3.26] je patrné, Ze bez zapocitani piislusné korekce muzeme ocekavat
zdanlivou zavislost volné energie na velikosti simulovaného boxu.

To jsem si ovéril na prikladu kladné nabitého lysinu, pro ktery jsem spustil
MD simulace s riznymi velikostmi simula¢niho boxu. Na obrazku jsou zna-
zornény vysledky z této série MD simulaci. Vidime zde, Ze zavislost volné energie
na velikosti simula¢niho boxu skutecné odpovida ocekavané teoretické hodnoté
3.26) a Ze vysledné hodnoty volné energie je tedy potfeba o tuto hodnotu korigo-
vat. Pro vétsinu zde provedenych MD simulaci byl prispévek této korekce roven
—8,12 kecal /mol.
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Obrazek 4.5: Vypocty hydratacni volné energie pro kladné nabitou molekulu ly-
sinu pro ruzné velikosti simulac¢niho boxu. Extrapolaci na nekonecnou velikost
simulacniho boxu lze ovérit vzorec pro analytickou korekei |3.26]

Aminokyselina AG1 AGy2 AGexp AG et
Arg -63,2 -59,4 - -59,5
Lys -67,9 -69,7 -69,2 -64,9
Glu -85,5 -86,0 -80,6 -80,6
Asp 856  -85.8 80,6  -80,5

Tabulka 4.2: Vysledné hodnoty hydrata¢ni volné energie nabitych aminokyselin.
Vsechny hodnoty jsou uvedené v jednotkéch kcal/mol. Vysledky pro silové pole
CGenFF verze 1.0 jsou oznaceny AG,; a pro verzi 2.5 AG,s.

Experimentalni hodnoty hydratac¢ni volné energie v sobé navic zahrnuji pri-

spévek odpovidajici prenosu nabité molekuly pfes rozhrani voda/vzduch. Pro
simulovany systém s molekulami vody typu TIP3P je tento ptispévek roven
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—11,53 keal/mol pro kladné nabité molekuly a 411,53 kcal/mol pro molekuly
nabité zaporné.

Pro analoga postrannich fetézcii nabitych aminokyselin jsou vysledné hodnoty
hydrata¢ni volné energie uvedeny v tabulce[d.2]a graficky jsou zndzornény v grafu
4.0l
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Obrazek 4.6: Vysledné hodnoty hydratac¢ni volné energie nabitych aminokyselin
pro silové pole CGenFF verze 1.0. Vysledky simulaci jsou zde porovnany s re-
ferenénimi hodnotami ziskanymi z rovnovaznych MD simulaci [97, O8] a také s
experimentalnimi hodnotami [99].

Vysledné hodnoty hydratacni volné energie mohou byt ovlivnény i nékterymi
nastavenimi simulac¢niho protokolu, ve kterych se ¢asto dopoustime zjednodusu-
jicich predpokladl pro urychleni vypoctia. Dulezity je zde napt. parametr cut-off
pro van der Waalsovy interakce, jelikoz pro vzdélenosti vétsi nez je hodnota to-
hoto parametru, tyto interakce zcela zanedbavame.

Pro odhad korekce AGrc na koneénou hodnotu cut-off vzdélenosti jsem po-
uzil dva rtzné pristupy.

Prvni pristup spocival ve spusténi dodateénych MD simulaci s nastavenim
LJcorrection na hodnotu on. Diky tomu softwarovy balik NAMD aplikuje analy-
tickou korekci k van der Waalsové energii zalozenou na stredovani vsech van der
Waalsovych parametri pritomnych v simulovaném systému a predpokladu jejich
homogenniho rozlozeni za cut-off vzdélenosti [100].

Druhy zptisob byl zalozen na dodatecné rovnovazné MD simulaci, ve které
jsem pro jednotlivé snimky urcil rozdil van der Waalsovy energie pocitany pro
pavodni cutoff 12 A a pro vétsi cutoff 50 A. Vysledky jsou shrnuty v tabulce .

Nakonec jsem se pokusil hodnoty hydratacni volné energie postrannich retézct
aminokyselin upresnit s vyuzitim vlastni parametrizace. Pro tento ucel jsem vyu-
zil modul FFTk (angl. Force Field Toolkit) [101] zabudovany v programu VMD,
ktery umoznuje systematickou a rychlou reparametrizaci malych molekul v sou-
ladu s filozofii silového pole CHARMM.

Vysel jsem ze silového pole CGenFF verze 1.0. Vazebné silové konstanty jsem
ponechal beze zmény a zaméril jsem se predevsim na reparametrizaci bodovych
naboju postupem, ktery se uplatnuje pti tvorbé silového pole CHARMM.
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Aminokyselina AGLRCc1 AGLRC 2 AGLRC, ref
Ala -0,01 -0,12 -0,11
Arg -0,34 -0,64 -0,60
Asn -0,23 -0,33 -0,30
Asp -0,19 -0,28 -0,40
Cys -0,16 -0,28 -0,27
Gln -0,25 -0,42 -0,39
Glu -0,24 -0,36 -0,40
Hid -0,37 -0,47 -0,41
Hie -0,26 -0,47 -0,41
Ile -0,17 -0,39 -0,38
Leu -0,20 -0,39 -0,36
Lys -0,61 -0,48 -0,20
Met -0,31 -0,47 -0,47
Phe -0,40 -0,56 -0,53
Ser -0,12 -0,18 -0,17
Thr -0,19 -0,27 -0,26
Trp -0,54 -0,76 -0,74
Tyr -0,45 -0,62 -0,58
Val -0,12 -0,30 -0,29

Tabulka 4.3: Odhady korekce volné energie na koneény cutoff. Vysledky vyuzi-
vajici NAMD LJcorrection jsou oznaceny AGrrc,1 a vysledky pocitané z rozdilu
energii pro mensi a vétsi cutoff AGrrc2. Referencni hodnoty byly prevzaty z
[97, O8]. Veskeré hodnoty jsou uvedeny v jednotkéch kcal /mol.

Kazdy vnéjsi atom studované molekuly, ktery je v primém kontaktu s vodnimi
molekulami, je oznacen jako potencidlni donor nebo akceptor vodikové vazby.
Pro kazdy z téchto atomu jsou modulem FFTk pripraveny vstupni soubory pro
kvantové-mechanické vypocty, ve kterych je na pocatku jedna molekula vody
umisténa v pokud mozno optimalni pozici a orientaci pro tvorbu vodikové vazby.
Néasledné je provedena omezena ab initio optimalizace geometrie komplexu, ve
které je optimalizovana pouze vzdalenost a natoceni molekuly vody. Tyto
kvantové-mechanické vypocty jsem provedl prostrednictvim programu Gaussian
[102]. Voli se zde velmi pribliznd Hartree-Fockova metoda a mald baze HF/6-
31G(d), aby vysledky byly konzistentni se silovym polem CHARMM.

Vysledky takto provedenych kvantové-mechanickych optimalizaci jsem né-
sledné vyuzil v modulu FFTKk, ktery urcéi interakéni energii jako rozdil energie
komplexu a jednotlivych molekul, a extrahuje optimalizované vzdéalenosti. Pro
aproximaci polarniho vodniho prostredi jsou navic optimalizované vzdalenosti
posunuty o —0,2 A a interakéni energie Skalovany faktorem 1,16 [T01].
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P1i nasledné optimalizaci bodovych naboji jsou naboje chemicky ekvivalent-
nich atoml nastaveny na stejnou hodnotu a nepolarnim vodikiim ve vazbach s
uhlikem je konvenc¢né prirazena fixni hodnota +0,09.

Optimalizace bodovych naboju je pak zalozena na reprodukovani kvantove-
mechanickych vysledkit pomoci molekuldrné-mechanického popisu pri vyuziti
TIP3P modelu pro molekuly vody. Pri optimalizaci se minimalizuje rozdil pro
celkovy dipdl molekuly, energii v minimu a optimalni vzdélenost molekuly vody.
Optimalizace probiha iterativné dokud neni rozdil pod zadanou toleranci. Priklad
vystupu z této optimalizace je znédzornén na obrazku pro analog postranniho
fetézce argininu. Stejny postup jsem aplikoval na vsechna ostatni studovana ana-
loga postrannich fetézci aminokyselin.

Vysledky z kvantové-mechanickych optimalizaci jsem posléze vyuzil v modulu
FFTk pro dalsi reparametrizaci nabojti. Zaméril jsem se predevsim na empiricky
faktor f = 1,16, ktery FFTk modul vyuziva k aproximaci polarniho vodniho pro-
stfedi a skaluje jim interakcni energie. Hodnotu tohoto faktoru jsem se pokou-
Sel postupné meénit. Dostal jsem tak nové sady parcialnich naboji studovanych
molekul, které jsem vyuzil pro nové vypocty hodnot hydratacni volné energie.
Vypocty volné energie pro nové sady parcidlnich naboju ziskané prostrednictvim
FFTk modulu jsem spustil se stejnym nastavenim jako v predchozim pripadeé.
Vysledné hodnoty shrnuje tabulka [4.4] a obrazek [4.8|

§¢ &

o*

Obrézek 4.7: Vysledné vzdalenosti molekul vody ziskané z kvantové-mechanické
optimalizace pro analog postranniho fetézce argininu. Tyto vzdalenosti byly na-
sledné vyuzity pri parametrizaci bodovych naboji v modulu FFTk.
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Obrézek 4.8: Vysledné hodnoty hydratac¢ni volné energie analog postrannich te-
tézcl aminokyselin parametrizovanych pomoci FFTk.

Aminokyselina ‘ f AGFFTK AGexp AG et

Leu 1,16 2,2 2,3 2,9
Tle 1,06 2,2 2,2 2,7
Val 0,90 2,1 2,0 2,5
Ala 1,36 2,1 1,9 24
Phe 1,43 -0,9 -0,8 0,1
Cys 1,46 -1,2 -1,2 0,0
Met 1,52 -1,6 -1,5 1,1
Thr 1,14 -4.8 -4.9 -4.2
Ser 1,25 -5,1 -5,1 -4,6
Trp 1,36 -5,9 -5,9 -3,6
Tyr 1,16 -6,1 -6,1 -4,5
Gln 1,19 -94 94 -7,5
Asn 1,10 -9,6 -9,7 -7,9
Hid 1,05 -10,3 -10,3 -10,0
Hie 1,16 -10,3 -10,3 -10,3
Arg 0,98 -59,0 - -59,5
Lys 1,06 -69,3 -69,2 -64,9
Glu 0,87 -80,6 -80,6 -80,6
Asp 0,89 -80,6 -80,6 -80,5

Tabulka 4.4: Vysledné hodnoty hydratacni volné energie analog postrannich re-
tézct aminokyselin parametrizovanych pomoci modulu FFTk. Faktor f zde znaci
empiricky parametr, ktery skaluje kvantové-mechanické interakéni energie.
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4.1.3 Diskuze

Vypoctené hodnoty korekci na konecny cutoff van der Waalsovych interakei,
které jsou uvedené v tabulce nabyvaji pomérné malych hodnot. Navic pfti
pozdéjsich vypoctech vazebnych volnych energii by byl ptrispévek této korekce
jesté mensi, nebot jeji vliv se ¢astecné odecte diky pouziti termodynamického
cyklu 3.1} Pro dalsi studované systémy jsem tedy tuto korekci neuvazoval.

Ve vyslednych hodnotach hydratacni volné energie ziskanych prostfednictvim
nerovnovaznych MD simulaci s vyuzitim Crooksova fluktuacniho teorému 4.4
Ize jasné rozlisit hydrofobni aminokyseliny s kladnou hodnotou hydratacni volné
energie a hydrofilni aminokyseliny se zdpornou hodnotou hydratac¢ni volné ener-
gie. Mlzeme zde také vidét, ze jsem byl schopen aplikaci nerovnovaznych MD
simulaci dosdhnout srovnatelné presnosti, jako bylo dosazeno prostirednictvim re-
ferenc¢nich rovnovaznych MD simulaci. Diky masivné paralelnimu provedeni krat-
kych nerovnovaznych MD simulaci v MetaCentru byly vysledky z nich ziskédny ve
vyrazné kratsim case, nez by tomu bylo u dlouhé rovnovazné MD simulace.

V tabulce muzeme pozorovat pouze nepatrny rozdil mezi vysledky ziska-
nymi se silovym polem CGenFF verze 1.0 a 2.5. Pro dalsi studované systémy jsem
proto vyuzil verzi 1.0, ktera je v literature vice vyuzivana.

Shoda mezi experimentalnimi a vypoctenymi hodnotami je obecné pomérné
dobré. V piipadé methioninu mé ovSem vyslednéd (velmi mald) hodnota opacné
znaménko oproti experimentalni hodnoté. V pripadé tryptofanu miizeme pozo-
rovat rozdil v fadu 1 kcal/mol. Podobny nesoulad ale nastal i u referencnich
hodnot z rovnovaznych MD simulaci a lze proto predpokladat, ze byl zptsoben
systematickou chybou v silovém poli CGenFF.

Tento nesoulad jsem se pokousel eliminovat vlastni reparametrizaci bodovych
nabojia vsech zkoumanych analog. Z grafu je jasné vidét vyrazné priblizeni
nové vypoctenych vysledku k referenénim experimentalnim hodnotdm (ve srov-
nani s predchozimi vysledky ziskanymi pomoci generickych CGenFF parame-
tri) a to véetné kritickych analog postrannich fetézci methioninu a tryptofanu.
Z tabulky je pritom vidét, ze optimalni hodnota empirického faktoru f, ktery
byl variovan, aby ke sblizeni vypoc¢tenych a experimentalnich hydratac¢nich vol-
nych energii doslo, se pro jednotliva analoga postrannich fetézci aminokyselin
znacné lisi. Neni tedy mozné stanovit jednu optimalni univerzalni hodnotu to-
hoto empirického parametru f, kterym imitujeme pritomnost polarniho vodniho
prostredi.

Nicméné pro potencidlni inhibitory proteazy Mpro, které casto maji formu
analog kratkych peptidi, jisté nebude problém zkorigovat parcialni naboje jejich
stavebnich kament na zédkladé strukturni analogie s aminokyselinami a s vyuzitim
zde vypoctenych novych hodnot parcialnich naboji. Kromé toho by bylo zajimavé
pouzit tyto nové hodnoty parcidlnich ndboji i u aminokyselin v aktivnim misté
protedzy Mpro. A samoziejmé zjistit, jak to vSe ovlivni vazebné volné energie.
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4.2 Komplex éterové koruny a drasliku

Dalsim studovanym systémem byl komplex éterové koruny a iontu drasliku,
jehoZ struktura je zndzornéna na obrazku [4.9] Jednd se o jednoduchy modelovy
systém, na kterém je mozné otestovat vypocty vazebné volné energie. Pro tyto vy-
pocty jiz bylo zapotiebi vyuzit termodynamického cyklu znazornéného na obrazku
Bylo tedy treba realizovat separatni alchymistické transformace jednak pro
navazany a jednak pro volny ion.

‘

Obréazek 4.9: Struktura komplexu éterové koruny s navazanym iontem drasliku
ve vodnim prostiedi.
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Obrazek 4.10: Termodynamicky cyklus pouzity pii vypoctu vazebné volné energie
pro komplex éterové koruny a drasliku [103].

Jedna se o modelovy systém, pro ktery je zndmé jak experimentalni hod-
nota vazebné volné energie [104], tak jeji hodnoty z MD simulaci zaloZenych na
rovnovazném piistupu [103]. Proto jsem tento modelovy systém vyuzil k tomu,
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abych zjistil, do jaké miry jsou nerovnovazné MD simulace vhodnym nastrojem
pro vypocet vazebné volné energie. Malé rozméry tohoto simulovaného systému
umoznuji ziskat vysledky relativné rychle. To dovoluje rozsahle experimentovat se
simula¢nimi parametry, vyzkouset rizné alternativni pristupy a odladit technické
detaily vypoctl vazebné volné energie prostirednictvim kratkych nerovnovaznych
MD simulaci.

4.2.1 Priprava simulovanych systémiu

Pro popis éterové koruny jsem opét vyuzil silové pole CGenFF.

Obecné simula¢ni parametry byly stejné jako v pripadé predchozich MD si-
mulaci solvatace aminokyselin. Zaméril jsem se predevSim na parametry pfimo
spojené s alchymistickymi transformacemi, jako je jejich délka a celkovy pocet.
Nastaveni vétsiny simulac¢nich parametr jsem testoval pouze pro MD simulace s
iontem navazanym do éterové koruny. MD simulace pro samotny ion ve vodé byly
provedeny az nasledné ¢isté za tcelem urceni vazebné volné energie. Konkrétni
hodnoty simulacnich parametrii jsou uvedeny u jednotlivych vysledkii nize.

Pro tento jednoduchy modelovy systém jsem se zaméril na srovnani dvou zpt-
sobll vypoctu vazebné volné energie. Prvni ptistup spocival v aplikaci Crooksova
teorému analogicky, jak jsem to provadél pti vypocétu hydratacni volné energie
aminokyselin. Takze bylo zapotiebi spoustét alchymistické transformace obéma
sméry. Druhy testovany pristup spocival v primé aplikace Jarzynského identity
. Alchymistické transformace byly v tomto pripadé spoustény pouze jednim
smérem.

Velkou pozornost jsem vénoval vyuziti dodate¢nych omezeni drzicich iont dras-
liku ve vazebném misté éterové koruny béhem alchymistickych transformaci. (tj.
aplikaci postupu popsaného rovnici .

Jako dopredné simulace zde opét oznacuji ty alchymistické transformace, ve
kterych ion postupné mizel ze simulovaného systému, a jako zpétné simulace ty,
ve kterych se naopak v simulovaném systému postupné objevoval.

4.2.2 Vysledky simulaci

P1i testovani prvniho zptisobu vypoctu vazebné volné energie pomoci Cro-
oksova teorému se ukazalo, ze zpétné simulace nelze vibec vyuzit, pokud ion
neni drzen v blizkosti vazebného mista v éterové koruné dodateénym omezujicim
potencialem. Bez zavedeni tohoto omezeni dochazelo k tomu, Ze ion na konci do-
predné simulace, kdy jeho interakce s okolim byly témér nulové, oddifundoval z
vazebného mista v éterové koruny. Zpétné simulace pak zacinaly s iontem mimo
vazebné misto a pouze s velmi malou pravdépodobnosti se béhem nich ion vratil
do puvodni polohy.

V dalsich MD simulacich jsem proto zavedl omezujici potencidl V' (r) pusobici
mezi hmotnymi stiedy éterové koruny a iontu. Pro tento tcel jsem pouzil mo-
dul Colvars zabudovany v pouzitém simula¢nim programu NAMD. Tento modul
umoznuje jednoduché zavedeni rozmanitych omezujicich potenciali do simulo-
vanych systému. Konkrétné jsem zvolil omezujici potencidl ve tvaru harmonické
stény, ktery je nulovy az do definovaného poloméru rg
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kde silova konstanta & byla nastavena na 100,0 kcal/mol a sitka w méla hodnotu
0,1 A. Ion tak byl efektivné drzen v objemu koule o poloméru ro kolem stiedu
éterové koruny.

Zavedenim omezujictho potencidlu 4.1l omezime konfiguracni prostor dostupny
studovanému iontu a dojde tak ke ztraté jeho translacni entropie, coz ovlivni i vy-
slednou volnou energii. Pro urceni vlivu této vazby bych obecné musel postupovat
podle termodynamického cyklu z obrazku[3.2] kde se navic provadi dodateéné MD
simulace urcujici prispévky omezujicich potenciali. V pripadé tohoto konkrétniho
velmi jednoduchého omezujiciho potencidlu ovSem existuje analytické vyjadieni
korekce volné energie [92], pro které mi sta¢i odhadnout objem AV navzorko-
vany iontem béhem MD simulace . Objem AV jsem jednoduse odhadl jako
objem koule o poloméru zavedeného omezujiciho potencialu ry.

Hodnota poloméru ry omezujiciho potencialu V' (r) by méla byt zvolena tak,
aby vazany ion byl schopen navzorkovat vSechny mozné vazebné konfigurace bé-
hem MD simulace. Neni vhodné volit prilis malou hodnotou poloméru, nebot pak
je ion vazan v malém objemu a nemuze se dostat do vzdalenéjsich vazebnych
konformaci. Pro prilis velké hodnoty poloméru ion naopak miize zcela opustit
vazebné misto, nevzorkuje pak jiz vazebné konfigurace a vypocet je neefektivni.
Optimalni hodnota poloméru se nachazi v rozmezi téchto dvou extréma.

V prvotnich MD simulacich jsem otestoval nastaveni simula¢nich parametri
spojenych s alchymistickymi transformacemi. Rozumnych vysledki jsem dosahl,
kdyz jsem spustil 100 dopTednych a 100 zpétnych alchymistickych transformaci,
které byly rozdéleny do 10 A-oken a kdyz transformace byla provedena béhem
200 ps. Vysledna volna energie byla urcena podle Crooksova teorému.

Tabulka 4.5: Vysledné hodnoty volné energie pro vazany ion pro rtzné polo-
méry ro omezujiciho potencialu. K hodnotam ziskanych analyzou 2x100 trajekto-
rii AGcrooks bylo potfeba zapocitat vliv omezujicitho potencidlu AG,e na volnou
energii. Polomér je uveden v jednotkdch A a volné energie v keal /mol.

ro | AGcrooks AGrs  AG
0,5 61,8 -4.8 57,0
1,0 61,0 36 574
2,0 59,8 -2,3 57,5
5,0 58,1 -0,7 97,4
7.4 56,9 0,0 569
25,0 56,4 22 586
50,0 56,5 3,4 59,9
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Hodnotu poloméru r, jsem testoval v rozmezi od 0,5 A do 50 A. Korekce na
omezujici potencial byla urcena dle vzorce . Vysledky pro rtzné poloméry
ro jsou shrnuty v tabulce 4.5 a na obrazku je ukdzka vyslednych rozdéleni
préace pro dopfedné a zpétné béhy v piipadé poloméru ro = 2 A.

20
Cetnost Dopredné
- " Zpétné
15 -
10| S s
5 [ -
0 T T ’_‘_’> | T T
50 55 60 65 70
W [kcal/mol]

Obrézek 4.11: Vysledky ze 100 doptednych a 100 zpétnych alchymistickych trans-
formaci pro vazany ion v pifpadé poloméru vazby ro = 2 A.

Druhy zpiisob vypoctu vazebné volné energie iontu spocival v pouziti metody
dvojité anihilace a v primé aplikaci Jarzynského identity. V tomto pripadé bylo
zapotiebi provést vétsi mnozstvi trajektorii, fadové 1000, pro ziskani dostatecné
kvalitniho vysledku.

Vyhodou tohoto pfistupu bylo, Ze nebylo nutné realizovat zpétné kreacni
transformace a nebylo zapottebi definovat zadny omezujici potencidl.

Nicméné ve vyslednych hodnotéch vazebné volné energie pozorujeme zavislost
na rychlosti provedeni alchymistické transformace [105]. Problém spoc¢iva v tom,
ze na konci velmi kratkych a rychlych nerovnovaznych alchymistickych trans-
formaci muze byt ligand nalezen pouze v omezeném objemu v okoli pocatecni
vazebné konfigurace. To je zptisobeno tim, ze ligand je na zacatku alchymistické
transformace vazany a az ke konci této transformace je témér zcela volny a miize
se diftznim pohybem dostat dale od ptivodni polohy. Objem, ve kterém se ligand
na konci alchymistické MD simulace nachazi, je pritom zavisly na rychlosti ani-
hila¢ni transformace. Je proto tieba k vysledkiim pri¢ist korekci na standardni
koncentraci AG,,, jejiz hodnotu muzeme opét urcit podle vzorce .

Zpusob urceni objemu V(7) na némz by byl vSeobecny konsenzus zatim ne-
existuje. Problém oteviela pred témér 10 lety skupina P. Procacciho [105] ktera
od té doby s moznymi pristupy rizné experimentuje. V dalsi sérii MD simulaci
jsem se proto pokusil urc¢it nejvhodnéjsi zptsob urceni tohoto objemu.

Je vhodné zdtraznit, ze diky logaritmické zavislosti je i pfi 100% chybé
urceni objemu vysledna hodnota volné energie korekci posunuta pouze o hodnotu
kT In (2) = 0,4 kcal/mol.
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Otestoval jsem rizné dlouhé trajektorie v rozmezi od 20 ps do 2 000 ps a
pro kazdé nastaveni jsem spustil 1000 alchymistickych transformaci. Vysledna
rozdéleni prace jsou zobrazena na obrazku[4.12|a vysledné hodnoty volnych energii
shrnuje tabulka [4.6]

Tabulka 4.6: Vysledné hodnoty volné energie pro vazany ion pocitané primou
aplikaci Jarzynského identity pro rizné dlouhé trajektorie. Délka trajektorie 7
je uddna v ps a hodnoty volnych energii v kcal/mol. K vysledkim byla pfic¢tena
korekce AG,, pocitana podle vzorce (3.27)).

T A(;Jarzynski A(;'vol AG
20 60,4 21 583
200 58.8 1,9 56,9
2000 57.3 04 57,7
20000 56,4 15 579
200 250
Cetnost Cetnost
200 | [l
150 |- M
150 |- I
100 |-
100 -
50 -
50 -
0 T T T i T T T 0 T T T i T T T
50 55 60 65 70 75 80 50 55 60 65 70 75 80
W [kcal/mol] W [kcal/mol]
(a) 20 ps (b) 200 ps
350 500
Cetnost Cetnost N
300 - ] ol
250
200 - 300 -
150 1 200 |-
100 |-
100 |-
50 -
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
50 55 60 65 70 75 80 50 55 60 65 70 75 80
W [kcal/mol] W [kcal/mol]
(c) 2 000 ps (d) 20 000 ps

Obrézek 4.12: Vysledné rozdéleni prace pro rizné rychlé nerovnovazné alchymis-
tické transformace.

Objem vystupujici v rovnici jsem nejprve zkousel urcit jako objem koule
s polomérem rovnym maximalni vzdéalenosti, do které se ion béhem simulace do-
stal. Vysledné hodnoty korekce ovSem s timto odhadem nabyvaly ptilis velkych
hodnot a vysledky nebyly konzistentni. Lepsiho odhadu jsem dosahl v pripadé,
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kdy jsem uvazoval objem V(1) rovny objemu koule s polomérem rovnym stan-
dardni odchylce vzdalenosti iontu od stredu éterové koruny béhem MD simulace.

Vyslednou vazebnou volnou energii drasliku a éterové koruny ziskam, kdyz
od predchozich vysledki odeé¢tu volnou energii alchymistické transformace (ani-
hilace) samotného drasliku ve vodé, jak popisuje termodynamicky cyklus .

Pro volny ion neni potfeba zapocitavat korekci [3.27 a vypocet je tak zcela
primocary. Pro oba postupy (obousmérné vs. pouze anihila¢ni transformace) jsem
hodnotu volné energie solvatace iontu urcil na 53,8 kcal /mol.

Je ovSem treba zduraznit, ze MD simulace vazaného a volného iontu probi-
haly nezavisle na sobé a i kdyz pocatecni velikosti jejich simula¢nich boxti byly
nastaveny na piiblizné stejnou velikost s délkou hrany 28 A, tak v konetném
vysledku byl diky vlivu barostatu simula¢ni box komplexu o néco malo vétsi.
To znamena, ze v pouzitém termodynamickém cyklu se korekce na self-interakci
naboje , ktera zavisi na velikosti simulacniho boxu, neodecte presné a je
potieba ji zapocitat. Zde se negativné projevil problematicky vliv malé pocatecni
velikosti boxu 28 A, nebot pro tak malou délku hrany boxu vede i maly rozdil na
znacnou hodnotu korekce . Celkovy prispévek self-interakce naboje k volné
energii jsem urcil jako rozdil hodnot pocitanych podle pro délku hrany
simula¢niho boxu s komplexem a délku hrany simula¢niho boxu s volnym iontem.

Vysledné hodnoty vazebné volné energie pro oba pouzité postupy shrnuje ta-
bulka , véetné zapocteni korekce (3.26)). Pro vypocet jsem z vysledki Vy-
bral ptipad s polomérem vazby 2 A a z vysledki pripad s délkou trajektorii
2 000 ps.

Tabulka 4.7: Vysledné hodnoty vazebné volné energie komplexu éterové koruny a
iontu drasliku. Hodnoty byly pocitany dvéma metodami: z obousmérnych trans-
formaci pomoci Crooksova teorému a z jednosmérnych anihila¢nich transformaci
primou aplikaci Jarzynského identity. K vyslednym hodnotam byla navic pripoc-
tena korekce na self-interakci naboje béhem alchymistické transformace. VSechny
hodnoty jsou udané v keal /mol.

AC"YCrooks ACTYJamzynski ACTYchaLrge ‘ AC"YCrooks,charge AC"YJarzynski,charge AC"Yexp

3,7 3,9 0,4 \ 3,3 3,5 2.9

4.2.3 Diskuze

V pripadé vysledkl ziskanych prostrednictvim obousmeérnych transformaci a
s vyuzitim Crooksova teorému miizeme z hodnot v tabulce vidét, ze vysledné
hodnoty volné energie pro alchymistickou transformaci vazaného iontu jsou kon-
zistentn{ v rozsahu poloméru vazeb 1,0 A az 5,0 A. Pro piili§ omezujici potenciél
s polomérem 0,5 A pozorujeme malou odchylku v ¥édech 0,5 kecal/mol. Ton byl
v tomto pripadé omezen na prilis maly objem a nebyl schopen navzorkovat ves-
keré vazané stavy. Také pro piilis velké poloméry od hodnoty 7,4 A lze pozorovat
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odchylku vyslednych hodnot. Analyzou trajektorii pro tyto vétsi poloméry se uka-
zalo, ze ion se nevratil do vazebného mista ve vsech zpétnych simulacich a pro
extrémné velké poloméry byl efektivné volny. Ion mimo vazebné misto nemohl
navzorkovat vazané stavy, a proto pozorujeme nekonzistentni vysledky.

Pro druhy zptisob vypoctu volné energie pomoci ptimé aplikace Jarzynského
identity je z vysledkil znédzornénych v grafu patrné, ze ¢im pomaleji prova-
dime alchymistické transformace, tak tim vice se blizime rovnovaznym simulacim.
V limité nekonecné dlouhé trajektorie bychom cekali, zZe vyslednd hodnota prace
bude ptfimo rovna rovnovazné hodnoté zmény volné energie. Naopak pro velmi
rychlé alchymistické transformace je patrna znacné variance vysledného rozdéleni
prace. Mizeme vidét, ze hodnoty v tabulce ziskané primou aplikaci Jarzyn-
ského identity jsou konzistentni s predchozimi vysledky ziskanymi pomoci Cro-
oksova teorému 4.5 Nejvétsi odchylku mizeme pozorovat pro kratsi trajektorie a
tudiz rychlejsi transformace, coz mohlo byt zptisobeno pomalou konvergenci pti
primé aplikaci Jarzynského identity. Pro velmi rychlé transformace by tedy bylo
vhodné napocitat jesté vice nez 1000 velmi kratkych trajektorii.

Vysledné hodnoty vazebné volné energie uvedené v tabulce [4.7] jasné ukazuji,
ze jsem byl schopen urcit vazebnou volnou energii studovaného komplexu po-
moci obou pouzitych pristupt se srovnatelnou presnosti. Je zde patrny rozdil od
experimentalnich hodnot [104], coz muze byt zptusobeno mimo kvality silového
pole naptiklad i tim, Ze vazebnou volnou energii poc¢itam jako rozdil dvou vel-
kych hodnot dil¢ich volnych energii (z alchymistickych transformaci provedenych
zvlast pro volny a vazany iont) a presnost vysledku tim muze byt ovlivnéna.
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4.3 Komplex adamantani a cyklodextrint

Dalsi soubor molekul, kterymi jsem se zabyval, tvotily komplexy adamantant
a cyklodextrinti. Jde o spolupréaci s Ptrirodovédeckou fakultou Univerzity Kar-
lovy konkrétné se skupinou pod vedenim doc. RNDr. Jindficha Jindricha, CSc.,
ktera tyto latky syntetizuje a méri vazebné volné energie metodami izotermalni
kalorimetrie (ITC) a NMR titrace.

Derivaty adamantant je mozné vyuzit mimo jiné jako inhibitory receptoru
ACE2, ¢imz je mozné zamezit pronikani koronaviru do lidskych bunék. Cyklo-
dextriny se pouzivaji jako nosice lékii apod.

Konkrétné jsem se zabyval strukturami uvedenymi na obrazcich a[d.14
Cyklodextriny jsou oligosacharidy slozené z nékolika glukéz, které jsou spojené
pres a-1.4 glykosidickou vazbu. Cyklodextriny v prostoru zaujimaji toroidni tvar s
vétsim otvorem na strané sekundarnich hydroxylovych skupin a s mensim otvorem
na opacné strané, kde jsou situované primarni hydroxylové skupiny. Podle poctu
glukdz v molekule cyklodextrinu rozlisujeme alfa-, beta- a gamma- cyklodextrin
s 6, 7, resp. 8 jednotkami glukdzy. Studované adamantany dale zjednodusené
oznacuji jako ligandy 1 az 6.

® O
H3N o H2N CI 3 4 N § NH3C|® ﬁmm@
(4) (5)

(6)

Obrézek 4.13: Struktury studovanych adamantanii a noradamantanit, které byly
pro zjednoduseni oznaceny jako ligandy 1 az 6.

Obrézek 4.14: Struktury studovanych cyklodextrini.

Vazebné volné energie byly opét pocitany pomoci termodynamického cyklu,
ktery je zde specificky pro studované komplexy adamantant s cyklodextrini zna-
zornén na obrazku .15l

Jde o dalsi jednoduchy modelovy systém typu host:guest, ktery diky nizsi vy-
pocetni naro¢nosti umoznuje odladit metodiku vypoctu vazebnych volnych ener-
gii prostrednictvim nerovnovaznych MD simulaci. Atraktivni pfitom je i to, ze
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AC"Vwater AC;complex

Obrazek 4.15: Termodynamicky cyklus vyuzity pti vypoctech vazebné volné ener-
gie komplext adamantant a cyklodextrinu.

konformacni plasticita cyklodextrini do ur¢ité miry imituje obdobnou vlastnost
aktivniho mista koronavirové proteazy Mpro, a ze struktura adamantanovych li-
gandii je na rozdil od trivialniho draslikového iontu pouzitého v predchozi kapitole
velmi komplexni.

4.3.1 Priprava simulovanych systémi

Pro zkoumané komplexy jsem nemél k dispozici jejich vazebné konformace a
mym prvnim tikolem tedy bylo urcit, jak presné se budou v jednotlivych piipa-
dech adamantany a cyklodextriny k sobé vazat. Pro tento ucel jsem pro vSechny
mozné kombinace Sesti adamantant a tii cyklodextrint pripravil vychozi konfor-
mace komplexi s raznym usporadanim. Testoval jsem obé mozné orientace nabité
amino skupiny (do vodni obalky a do nitra cyklodextrinu) a zaroven jsem testo-
val 10 rtiznych natoceni adamantanu viicéi cyklodextrinu s krokem v natoceni 36°.
Celkové jsem tak pro 18 kombinaci 6 adamantant a 3 cyklodextrinti, 2 mozné
orientace adamantant a 10 jejich riznych natoceni ptipravil vychozi struktury
pro celkem 360 rovnovaznych MD simulaci s riznymi poc¢atecnimi podminkami.

Pro vSech 360 takto ptipravenych komplexii bylo provedeno 2000 kroki mi-
nimalizace, aby doslo k odstranéni pripadnych ptilis blizkych kontaktid atom.
Nasledné jsem spustil 1 ns ekvilibra¢ni béhy. Nakonec jsem spustil 80 ns pro-
dukéni behy, ze kterych jsem analyzoval vysledky:.
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Opét jsem pouzil silové pole CGenFF.

Ze spusténych rovnovaznych MD simulaci jsem se zaméril na ty béhy, ve
kterych adamantan ztistal pevné navazan na cyklodextrin. Nakonec jsem dosel
k zavéru, ze konformace v komplexech budou obecné znacné odlisné pro alfa-
cyklodetrin oproti beta- a gamma- cyklodextrinum. Priklady jsou uvedeny na
obrézcich [£.16] a [4.17} V pfipadé alfa-cyklodextrinu doslo k pfechodu do vanic-
kové konformace. Cyklodextrin je tak z jedné strany uzavieny a adamantany se
vazi spise z opacné strany. Oproti tomu beta- a gamma- cyklodextriny ziistaly
v pocatecni oteviené konformaci a adamantany do nich mohly pronikat z obou
stran.

Obrazek 4.16: Vazebna konformace alfa-cyklodextrinu. Cyklodextrin je v tomto
pripadé ve vanickové konformaci, uzavieny na strané primarnich hydroxylovych
skupin a otevieny na strané sekundarnich hydroxylovych skupin.

Obrazek 4.17: Vazebna konformace beta-cyklodextrinu. Cyklodextrin ztistal v
tomto pripadé otevieny a adamantany jim mohly prochazet. Pro gamma-
cyklodextriny byla pozorovana analogicka konformace.
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7, experimentalnich dat se ukazal byt dulezity dihedralni thel znazornény na
obarzku[£.18] ktery uréuje natoceni nabité aminoskupiny vici zbytku noradaman-
tanu. Ve vysledcich z nuklearni magnetické rezonance lze rozlisit rtizna natoceni
této skupiny, nebot signédl z methylenové skupiny mezi amino-skupinou a zbytkem
adamantanu je v NMR spektru obvykle pozorovan jako singlet. Zde se tento sin-
gletni signal v nékterych pripadech rozstépil na dva dublety, nebo na kombinaci
dvou dubleti a singletu. Vysledky experimentii 1ze vysvétlit rotaci aminoskupiny
0 120°, po které jsou vodiky v chemicky neekvivalentnich polohach.

NH, He
c? ct c3 ct
b
He H HO NH,
c® cs

(c)

Obrazek 4.18: (a) Zkoumany dihedralni thel, pro ktery byla ovéfena parame-
trizace CGenFF. (b) Pouzité ¢islovani atomt. (¢) Dvé moznd natofeni amino-
skupiny zptisobujici rozdily v NMR spektrech.

Adamantany byly popsany silovym polem CGenFF. Vzhledem k dtilezitosti
uvedeného dihedralniho thlu byly provedeny kontrolni kvantové-mechanické vy-
pocty jako zaklad pro ovéreni parametrizace. Pro tuto kontrolu byl vyuzit FFTk
modul v programu VMD. Zaméril jsem se pritom pouze na ligandy 1 az 4, protoze
ligandy 5 a 6 zkoumany dihedralni ithel neobsahuji.

12,00 T T

AF [kcal/mol] ligand 1
—o— ligand 2
10,00 - —e— ligand 3 n
—e— ligand 4
8,00 -
6,00
4,00 -
2,00 |-
0700 1 1 o 1 1
—180 —120 —60 0 60 120 180

Obréazek 4.19: Relaxovany sken dihedralniho dhlu provedeny na trovni MP2 v
bézi 6-31G(d) pomoci programu Gaussian.

Studoval jsem struktury samotnych ligandi ve vakuu. Jejich vychozi konfor-
mery jsem prevzal z vysledkti predchozich ekvilibra¢nich MD simulaci provede-
nych pro komplexy. Pro vSechny zkoumané ligandy jsem v programu Gaussian
provedl kvantové-mechanické vypocty optimalizace geometrie na turovni teorie
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MP2 (Mgller—Plessetova poruchova teorie v 2.tddu) s pouzitim baze 6-31G(d). Na-
sledné jsem provedl relaxovany sken vyse zminéného dihedralniho hlu na stejné
urovni teorie a se stejnou bazi. Sken byl proveden v celém rozmezi 360° s krokem
5°. Vysledky relaxovanych skent shrnuje obrazek [4.19]

Kvantové-mechanické profily energie byly pomoci modulu FFTk porovnany s
analogickymi vypocty provedenymi na molekularné-mechanické tirovni. Prispévek
zkoumaného dihedralniho thlu k silovému poli je v CGenFF popsan funkei:

Eain = Aq[1 4 cos (0)] + Ay[1 4 cos (2-0)] + As[1 + cos (3 - 0)]. (4.2)

Porovnani klasického molekularné-mechanického a kvantové-mechanického popisu
pro piipad ligandu 1 ukazuje obrazek [£.20] Muzeme zde pozorovat, ze parametry
CGenFF kvalitativné dobte popisuji celkovy tvar potencidlu, ale je zde nezane-
dbatelny rozdil ve vysce energetickych bariér. Pozorovany rozdil je disledkem
toho, jakym zptisobem byly odvozeny parametry v silovém poli CGenFF, které
novym molekulam prifadi parametry na zakladé analogie s drive parametrizova-
nymi molekulami [52]. Pro dalsi vipocty jsem ale povazoval puvodni parametri-
zaci CGenFF za dostacujici a neprovadél jsme v tomto pripadé vlastni reparame-
trizaci.

10,00 :

AEFE [keal/mol]
QM sken
8,00] CGenFF
6,00 |- i
4,00 - B
2,00 B
A6 [deg]
0,00 : ‘ ‘ ‘ ‘
—180 —120 —60 0 60 120 180

Obrézek 4.20: Porovnani kvantové-mechanického skenu dihedralniho thlu s vy-
sledky ziskanymi pomoci klasického molekularné-mechanického popisu a silového
pole CGenFF.

4.3.2 Vysledky simulaci

Jakmile jsem mél k dispozici vychozi vazebné konformace komplexii a ovére-
nou parametrizaci zkoumanych ligandi, tak jsem mohl spustit vypocty vazebné
volné energie. Nejdiive jsem zkouSel postupovat analogicky jako v pripadé vy-
poc¢tu hydratacnich volnych energii aminokyselin, tj. provadél jsem alchymistické
transformace v obou smérech a vyuzival Crooksova fluktuac¢niho teorému. Zkusil
jsem spustit 100 dopfednych a 100 zpétnych alchymistickych transformaci pro va-
zany i pro volny adamantan. MD simulace byly rozdéleny do 20 A-oken s celkovou
dobou jedné alchymistické transformace 400 ps.
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Zpétné MD simulace byly opét problematické, nastal obdobny problém jako
pri vypoctech vazebné volné energie komplexu éterové koruny a drasliku. Ligandy
se pouze s malou pravdépodobnostni vracely zpét do vazebné konfigurace. Pro
omezeni tohoto problému jsem zkousel ptfidat do simulace omezujici potencial
mezi hmotnymi stfedy adamantanu a cyklodextrinu ve tvaru harmonickych stén
4.1l Tento omezujici potencial vytesil problém se zpétnymi transformacemi v pri-
u kterych vazebné konformace adamantanti zavisely i na jejich orientaci vici cyk-
lodextrinu a trividlni omezujici potencial se zde ukéazal byt nedostatecnym.
Ve zpétnych MD simulacich se adamantany stale vracely do ptivodni vazebné
konfigurace pouze s malou pravdépodobnosti.

Moznym Tesenim by bylo pouzit kombinaci vice omezujicich potencidli, tak
aby nebyla omezena pouze vzdalenost adamantanovych ligandi od cyklodextrinu,
ale aby byla omezena i jejich orientace a mozna i konformace. V tomto pripadé
by bylo nutné pro kazdy ligand provést dalsi nezavislé simulace, které by ur-
cily prispévek k vazebné volné energii od omezujiciho potencialu, jak popisuje
termodynamicky cyklus 3.2l MD simulace by se tak podstatné zkomplikovaly.

Misto toho jsem se zaméril na vypocet vazebné volné energie metodou dvojité
anihilace s primou aplikaci Jarzynského identity popf. jeji aproximace pomoci ku-
mulantii. Alchymistické transformace jsem provadél pouze doprednym smérem,
kdy ligand postupné mizel ze simulovaného systému. MD simulace byla pfitom
rozdélena do 20 A-oken a jeji celkova délka byla 400 ps. Vychazel jsem pfitom
z vysledki ekvilibracnich MD simulaci, takze adamantany byly na pocatku al-
chymistické transformace navazany k cyklodextrinim. Zadny dodateény omezu-
jici potencial jsem v tomto pripadé nedefinoval. Vysledné hodnoty pro vazané
adamantdny shrnuje tabulka 1.8 Pro volné adamantdny ve vodnim prostiedi
byly provedeny analogické anihilacni transformace a vysledky shrnuje tabulka
4.9 Vysledné vazebné volné energie vypoéitané z rozdilu vysledku obou dil¢ich
sérif alchymistickych transformaci jsou uvedeny v tabulce [£.10} Jelikoz MD simu-
lace volnych a vazanych ligandi probihaly v rtzné velkych simula¢nich boxech
a ligandy byly kladné nabité, tak bylo nutné zapocitat opravu na self-interakci
kladného naboje s jeho periodickymi obrazy. Tato oprava byla vypoctena dle
vzorce (3.26)). Zaroven bylo nutné zahrnout korekci na standardni stav ,
protoze zvolena délka nerovnovaznych MD simulaci efektivné limitovala pohyb
adamantanovych ligandii na omezeny objem. Vysledné hodnoty jsem vyhodnotil
jak pomoci Jarzynského identity , tak i pomoci jeji aproximace kumulanty
(13.24]).

Vysledné hodnoty pocitané pomoci aproximace kumulanty jsou souhrnné zob-
razeny v grafu pro vSechny mozné kombinace adamantant a cyklodextrint.
Graf ndsledné porovnava uvedené vysledky s experimentdlnimi hodnotami
izotermalni kalorimetrie, které jsou zatim znamé pouze pro ligandy 1 a 2, a graf
.23 porovnava vysledky simulaci s experimentdlnimi daty NMR, které byly zis-
kany prepoc¢tem z rovnovaznych vazebnych konstant urcenych z vysledki NMR
a zatim byly prométeny pro ligandy 1 az 4.
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Tabulka 4.8: Vysledky vypocti volné energie pro vazané adamantany. Vysledky
byly pocitany pomoci Jarzynského identity i pomoci rozvoje kumulantt. K vy-
sledktim byla navic prictena korekce na standardni stav a pro self-interakci naboje
v simulovaném systému s periodickymi okrajovymi podminkami. Veskeré hodnoty
jsou uvedeny v kcal /mol.

Cyklodextrin Ligand | AGjarsynski AGxumulant AGyol  AGcharge
a-cyklodextrin 1 54,5 54,6 0,0 12,0
2 12,8 15,3 -0,3 11,9
3 102,9 104,1 0,0 11,9
4 57,5 58,4 -0,9 11,9
5 117,0 118,0 -0,1 11,5
6 81,4 81,8 -0,2 11,5
B-cyklodextrin 1 56,1 56,4 -0,2 11,5
2 15,7 17,7 0,2 11,5
3 102,8 103,9 04 11,6
4 63,0 64,3 0,0 11,5
5 120,3 120,3 0,0 11,6
6 84,8 84,6 0,0 11,5
~v-cyklodextrin 1 53,1 53,0 -1,0 11,3
2 14,2 14,9 -0,5 11,3
3 106,1 105,6 -0,1 11,4
4 62,5 62,9 -0,6 11,3
5 119,3 119,3 -0,8 11,4
6 82,5 82,3 -0,9 11,4

Tabulka 4.9: Vysledky vypocti volné energie pro volné adamantany ve vodnim
prostredi. Vysledky byly pocitany pomoci Jarzynského identity i pomoci rozvoje
kumulantii. K vysledkiim byla navic prictena korekce self-interakce naboje. Ves-
keré hodnoty jsou uvedeny v kcal /mol.

Ligand | AGjarzynski  AGrumulant AG charge
1 49.1 49,1 14,0
2 10,0 10,1 13,9
3 97,7 97,7 13,6
1 54,4 54,7 13,6
5 110,7 112,3 14,0
6 751 758 13,9
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Tabulka 4.10: Vazebné volné energie komplexti adamantant s cyklodextriny. Pro
srovnani byly hodnoty urceny jak pomoci Jarzynského identity, tak pomoci apro-
ximace kumulanty. Veskeré hodnoty jsou uvedeny v kcal /mol.

Cyklodextrin Ligand | AGjarzynski  AGkumulant ‘ AGexpiTc  AGexp NMR
a-cyklodextrin 1 -3,3 -3, -2,9 -2.8
2 -1,1 -3,4 -3,2 -2.8
3 -3,4 -4.7 - -3.6
4 -2.3 -2.8 - 4.4
5 -3,9 -3,3 - -
6 41 3,8 _ _
B-cyklodextrin 1 -4.7 -5,0 -5,3 -5.2
2 -3,2 -5,1 -5,3 -5.5
3 -2,6 -3,7 - -4.4
4 6,4 74 - 5.5
5 -7,2 -5,6 - -
6 -7,3 -6,4 - -
~y-cyklodextrin 1 -2,3 -2,2 -2,7 -2.2
2 22 28 2,7 2.0
3 -6,3 -5,7 - -3.5
4 -6,3 -6,5 - -5.0
5 -6,7 -5,2 - -
6 -5,7 -4,8 - -
> N N > > N
x-}é? Q@Z’ \}%‘Z’ 063’ \-)&? \')\ég’
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Obréazek 4.21: Vysledné vazebné volné energie pocitané pomoci aproximace ku-

I8 a-cyklodextrin
08 B-cyklodextrin
B8 ~-cyklodextrin

i |

mulanty pro vSechny studované kombinace adamantani a cyklodextrint.
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Obrazek 4.22: Srovnani vazebnych volnych energii poc¢itanych pomoci aproximace
kumulanty s experimentalnimi vysledky I'TC.
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Obrézek 4.23: Srovnani vazebnych volnych energii poc¢itanych pomoci aproximace
kumulanty s experimentalnimi vysledky NMR.

4.3.3 Diskuze

Z vyslednych hodnot uvedenych v tabulce [4.10] je patrny znacny rozdil mezi
hodnotami poc¢itanymi primo pomoci Jarzynského identity a hodnotami pocita-
nymi pomoci jeji aproximace kumulanty. Jelikoz bylo vzdy spusténo pouze 100
trajektorii, tak tento rozdil byl pravdépodobné zpiisoben predevsim pomalou kon-
vergenci vysledkt ziskanych piimou aplikaci Jarzynského identity, kdy nejvice
prispivaji malo pravdépodobné trajektorie s malymi hodnotami prace. Pro zmen-
seni rozdilu mezi vysledky ziskanymi prostrednictvim Jarzynského identity a pro-
stfednictvim kumulant by bylo zapotiebi spustit vétsi mnozstvi MD simulaci.

Vysledky pocitané prostrednictvim kumulanti nejsou zatizeny zavis-
losti na trajektoriich s malou hodnotou prace, nebot pro jejich urceni je dosta-
cujici urcit stfedni hodnotu a varianci pravdépodobnostniho rozdéleni hodnot

66



prace. Z tohoto divodu dale komentuji pouze vysledky pocitané prostrednictvim
kumulantti. Hodnoty v grafu jasné ukazuji, ze vétSina adamantanti se nejlépe
vaze k [-cyklodextrinu. Jedinou vyjimku zde tvori ligand 3, ktery jako jediny mél
postranni methylové skupiny a nejlépe se vaze ke y-cyklodextrinu. Pfi porovnani
dostupnych experimentélnich dat ITC pro ligandy 1 a 2 .22 s vysledky MD
simulaci je ziejma dobra shoda. Podobné dobrou shodu miizeme pozorovat pro
vysledky NMR [4.23] kde je ovSem patrny vétsi rozdil mezi vysledky simulaci a
experimentem.
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4.4 Nekovalentni inhibitory proteazy Mpro

V dalsi sérii MD simulaci jsem se zaméril na vypocet vazebné volné energie pro
ligandy, které byly v predchozich studiich identifikovany jako potencialni inhibi-
tory koronavirové protedzy Mpro [42]. Potencidlni inhibitory byly identifikovany
na zakladé empirickych metod, pomoci nichz je mozné odhadnout vazebné volné
energie ligandt za velmi zjednodusenych predpokladi. Jednou z téchto metod je
molekularni docking, prostfednictvim néhoz je mozné urcit vazebné volné ener-
gie na zakladé tzv. empirickych skorovacich funkei. Vypocty provadéné pomoci
molekularniho dockingu jsou nenaroc¢né na hardwarové prostiedky a je mozné je
provadét extrémné rychle. Odhady vazebné volné energie z dockingu jsou ovsem
pouze velmi priblizné. O tom svéddi i fakt, ze dvé kampané popsané v literatufe,
béhem nichz byla prostrednictvim dockingu otestovana vzdy vice nez miliarda li-
gandi, nevyustily v ziskani pouzitelného inhibitoru koronavirové proteazy Mpro
35, 136].

Mym tkolem proto bylo, pokusit se urcit presnéjsi hodnoty vazebné volné
energie ligand na zékladé fyzikalné korektnich alchymistickych transformaci pro-
vedenych prostrednictvim nerovnovaznych MD simulaci.

Ve strukture studované protedzy Mpro, ktera je aktivni ve formé dimeru s
monomery orientovanymi na sebe priblizné kolmo, miizeme pozorovat, ze aktivni
proteolyticka mista jsou pomérné meélka a vystavend tak vodnimu prostredi. Ak-
tivni mista obou monomert jsou pritom od sebe znacné vzdalena. Pro vypocty
vazebné volné energie je proto mozné omezit se na studium jednoho monomeru
resp. pouze jeho domén I a II, mezi kterymi se aktivni misto nachazi.

Struktury zkoumanych ligandi jsou znazornény na obrazku [4.24] Z uvedenych
ligandti jsou pouze latky dolu, pari a oml komercéné dostupné a pouze pro 1d45,
0b12 a 2913 jsou znamé experimentalni hodnoty vazebné volné energie viici koro-
navirové proteaze Mpro [42]. V literature jsou ovSem dostupné referencni hodnoty
vazebnych volnych energii vSech ligandti z obrazku [4.24] ziskané prostirednictvim
nerovnovaznych MD simulaci, které ovSsem byly provedeny prostrednictvim velmi
komplikovaného simulaéniho protokolu NEW-vDSSB (angl. new virtual double-
system single-box) [42], ktery se v mnoha ohledech lisi od velmi jednoduchého
simula¢niho protokolu, ktery jsem zde vytvoril a optimalizoval pii studiu jedno-
duchych modelovych systému v predchozich podkapitolach této prace. Aplikace
mého postupu na ligandy z obrazku a proteazu Mpro a srovnani vysledki s
referencnimi daty z literatury [42] tedy mize napomoci posoudit, nakolik je mij
simulac¢ni protokol vyuzitelny i pii studiu komplexnich biomolekuldrnich systémri.

Obrazek znazornuje termodynamicky cyklus vyuzity pri vypoctech va-
zebné volné energie v této podkapitole. Opét se jedna o klasickou dvojitou anihi-
laci ligandti, kde se provadi anihilace jednak z vodni obalky a jednak z aktivniho
mista koronavirové proteazy Mpro.
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Obrazek 4.24: Struktury studovanych ligandt prevzaté z predchozich studii, kde
byly vyselektoviany na zakladé vysledkit molekularniho dockingu [42].

AGhpind

A Gwater

AG=0

Obrazek 4.25: Termodynamicky cyklus vyuzity pti vypoctech vazebné volné ener-
gie nekovalentnich inhibitoru.
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4.4.1 Priprava simulovanych systémi

Pocatecni souradnice atomt ligandi navazanych na proteazu Mpro byly pre-
vzaty z predchozich studii, kde byly vyselektovany prostrednictvim molekuldrniho
dockingu [42]. Pro vSechny ligandy byly vytvoreny dva nezavislé simulované sys-
témy. Jednak pro ligand vazany na protedzu Mpro a jednak pro samotny ligand.
V obou pripadech byly zkoumané systémy obklopeny molekulami vody, které
byly popsané modelem TIP3P. Simulacni box se samotnymi ligandy ve vodnim
prostiedf mél hrany dlouhé piiblizné 30 A. Simulaéni box s ligandy navdzanymi
k protedze Mpro pfiblizné 75 A. Do simulacnich boxt byly navic pfidany ionty
chloru a sodiku kvili neutralizaci a také pro doplnéni koncentrace iont na stan-
dardni hodnotu 0,15 mol/L.

Pro vSechny pfipravené simulované systémy byla nejdiive provedena minima-
lizace s 2000 kroky. Néasledné byla provedena tzv. termalizace (angl. annealing),
coz je MD simulace, ktera simulovany systém postupné zahteje a privede do ter-
modynamické rovnovahy bez naruseni struktury proteinu ¢i komplexu. P1i této
MD simulaci byla stabilizovana konformace hlavniho vlakna ¢i patere proteinu
(angl. main chain ¢ backbone) pomoci harmonickych omezeni tak, aby setrvala
v puvodni konformaci. Teplota byla postupné zvétsovana z pocateéni hodnoty
60 K az na cilovou hodnotu 300 K s krokem 1 K. Pro kazdou hodnotu teploty
byla pritom provedena kratka dil¢i simulace o délce 1,2 ps. Na tuto termalizac¢ni
MD simulaci jsem navazal ekvilibracnim béhem pti teploté 300 K a s celkovou do-
bou trvani 1 ns. Harmonicka omezeni ptritom stale udrzovala piivodni konformaci
patere protedzy Mpro. Zavérecna evilibrace uz ale probéhla bez téchto omezeni.

4.4.2 Vysledky simulaci

Pro nésledujici alchymistické transformace vsech ligandl jsem nejprve otes-
toval mozné alternativy v simula¢nim protokolu a riznéd nastaveni simulacnich
parametri na ligandu 0b12, pro ktery je znama experimentalni hodnota vazebné
volné energie vuci proteaze Mpro.

Prvni z testovanych pristupt k vypoctu vazebné volné energie byl zalozen
na vyuziti obousmérnych alchymistickych transformaci a aplikaci Crooksova te-
orému . To je zpusob. jakym probihaly MD simulace pro hydratac¢ni volné
energie aminokyselin v ivodni podkapitole vysledkové c¢asti prace. V tomto pri-
padé jsem provedl dopredné anihila¢ni alchymistické transformace, ve kterych se
ligand ze simulovaného systému postupné odpoutéaval, a posléze zpétné kreacni
simulace, ve které se ligand v simulovaném systému naopak postupné objevoval.
Série doptrednych i zpétnych béhti byly spustény pro volny i vazany ligand.

Pro volny ligand ve vodnim prostfedi bylo mozné aplikovat Crookstv teorém
bez komplikaci, nebof pravdépodobnostni rozdéleni prace z doprednych a zpét-
nych simulaci méla dostatecny prekryv. Nicméné pro ligandy vazané na proteazu
nastal problém u zpétnych kreacnich alchymistickych transformaci. Ligand se
pouze s malou pravdépodobnostni vracel do vazebné konformace a vysledna roz-
déleni prace pro zpétné simulace tak byla znacné rozsirena, méla velkou varianci
a nebylo mozné jednoznacné urcit prekryv s rozdélenim préace z doprednych MD
simulaci. Nebylo tak mozné aplikovat Crookstv teorém. Tento problém nastal i u
obou jednoduchych modelovych systémii popsanych v predchozich podkapitolach
tj. v pripadé komplexu drasliku a éterové koruny a také u komplexii adamantanti
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s cyklodextriny.

Zkusil jsem tedy opét zavést do MD simulace omezujici potencial ve tvaru
, ktery pisobil mezi atomy ligandu a nékolika atomy aktivniho mista prote-
azy Mpro. Snazil jsem se tak dosahnout toho, aby se ligand béhem alchymistic-
kych transformaci drzel v blizkosti vazebného mista v proteaze Mpro. Problém
se zpétnymi kreacnimi alchymistickymi transformacemi ovSsem pretrval. Moznym
vzdalenosti ligandu od aktivniho mista protedazy Mpro kontrolovaly i orientaci a
konformaci ligandu. Pak by ovSem bylo zapotiebi urcit prispévek téchto poten-
cidlu k vazebné volné energii v dalsich nezavislych MD simulacich podle termo-
dynamického cyklu . Vypocet by se tak znacné zkomplikoval, coz v pripadé
prosévani vétsitho poctu ligandiit béhem hledani optimalniho inhibitoru, neni za-
douci.

Proto jsem se opét zaméril na vypocet vazebné volné energie prostrednictvim
prosté dvojité anihilace a primé aplikaci Jarzynského identity . To znamena,
ze jsem provadeél pouze dopfedné anihila¢ni alchymistické transformace, pri kte-
rych ligandy postupné mizely ze simulovanych systémi. Opét jsem tedy provadél
vypocty pro vazany i volny ligand podle termodynamického cyklu , pritom
jsem nedefinoval zadné dodatecné omezujici potencialy.

Na ligandu 0b12 jsem testoval rizné nastaveni anihila¢ni alchymistické trans-
formace, predevsim pokud jde o déleni transformace na rizny pocet A\-oken a
celkovou dobu transformace. Priiklad vysledkii pro jedno takové nastaveni para-
metri je uveden na obrazku [4.26] kde uvadim vysledky ze série 1000 anihila¢nich
alchymistickych transformaci ligandu Ob12 jednak z komplexu s protedzou Mpro
a jednak z vodni obalky. Nakonec jsem na zakladé mnoha testii provedenych s
ligandem 0b12 zvolil pro vypocty s ostatnimi ligandy jako optiméalni rozdéleni
anihila¢ni transformace do 20 A-oken s krokem AX = 0,05 a s celkovou dobou
béhem niz byla realizovana jedna alchymistické transformace 400 ps.
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Obrazek 4.26: Priklad vysledki z alchymistickych transformaci pro (a) ligand
0b12 vézany na protedazu Mpro, (b) pro volny ligand 0b12.
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Dalsim dilezitym parametrem u nerovnovaznych MD simulaci je celkovy pocet
trajektorii potiebnych k ziskani vérohodného vysledku. Za timto tucelem jsem
provedl analyzu 1000 trajektorii naakumulovanych pro ligand 0b12, kdy jsem
postupné do vyhodnocovaného souboru pridéaval vysledky po 10 trajektoriich.
Volnou energii jsem zkousel pocitat pfimo pomoci Jarzynského identity i
pomoci jeji aproximace kumulanty . Analyzu jsem provedl pro MD simulace
vazaného i volného ligandu. Vysledky jsou znazornény v grafu Je ztejmé, ze
k ziskani vérohodnych vysledku je optimalni naakumulovat 1000 trajektorii.

Jarzynski - komplex
32+ kumulant - komplex |
—— Jarzynski - ligand
30 —— kumulant - ligand
28 |- 1
= 26| B
g
=
£ up |
O
T ol ,
20 |- 1
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N
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! ! ! ! ! ! ! ! ! !
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Obrazek 4.27: Analyza konvergence vysledki prostrednictvim 1000 trajektorii zis-
kanych pro ligand 0b12. Vysledky byly pocitany opakované pro postupné rostouci
pocet trajektorii. Analyza byla provedena zvlast pro ligand v komplexu s prote-
azou a zvlast pro volny ligand ve vodnim prostiedi. Pro srovnani byl vyuzit jak
primy vypocet volné energie pomoci Jarzynského identity, tak jeji aproximace
pomoci kumulantt.

Nasledné jsem provedl anihilacni alchymistické transformace pro vsechny
ostatni zkoumané ligandy. Pouzil jsem parametry odladéné pii testovanich vy-
poctech s ligandem 0b12. Alchymistické transformace byly tedy rozdéleny do 20
A-oken. Celkova doba jedné transformace pritom byla 400 ps. Pro kazdy ligand
jsem provadél série 1000 transformaci. MD simulace byly provedeny jak pro li-
gandy vazané v komplexu, tak pro volné ligandy ve vodnim prostiedi.

Vétsina ligandii byla neutralnich s vyjimkou ligandu 2913, pro ktery bylo po-
tfeba zapocist korekci volné energie na self-interakci naboje béhem alchymistické
transformace pocitané podle vzorce . Vyslednou hodnotu této korekce jsem
urcil z rozdilu velikosti simula¢nich box pro volny a vazany ligand na hodnotu
—11,6 kcal/mol.

Pro vsSechny ligandy bylo potieba zapocist korekci na standardni stav poci-
tanou podle vzorce (3.27), nebot omezena délka trajektorii ziskanych z kratkych
nerovnovaznych MD simulaci efektivné omezuje pohyb ligandu na urc¢ity objem,
i kdyz v MD simulacich neni definovany zadny dodateény omezujici potencial.
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Vysledné hodnoty zmény volné energie pti anihilacni transformaci pro vazané
ligandy shrnuje tabulka [L.11], pro volné pak tabulka Z rozdilu téchto hodnot
a se zapoctenim korekci byla urcena vysledna vazebna volna energie, jejiz hodnoty
shrnuje tabulka [1.13]

Tabulka 4.11: Zména volné energie béhem anihilac¢ni alchymistické transformace
pro ligandy v komplexu s proteazou Mpro. Veskeré hodnoty jsou uvedeny v

kcal/mol.

Ligand AGkumulant AC';Jarzynski A(;’vol

pari 35,2 39,7 -0,4
cmma 28,1 31,6 0,2
cop3 36,8 39,2 -0,1
dolu 25,0 27,5 0,2
cmpa 27,2 27,1 -0,2
co39 24,0 25,0 -0,2
coml 20,6 20,1 -0,2
cop2 33,1 34,3 0,3
cmp?2 37,0 39,0 0,4
0b12 21,0 21,9 0,0
cn27 23,0 23,8 0,0
2913 54,5 54,1 0,3
cnml 19,4 20,7 1,4
co27 21,7 22,8 0,5
1d45 15,1 15,3 0,8
co30 23,2 25,5 0,8
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Obrazek 4.28: Vysledné vazebné volné energie pocitané pomoci primé aplikace
Jarzynského identity pro vsechny studované inhibitory protedzy Mpro

AG [kecal/mol]

|
-
[en)
T

Hodnoty pocitané ptimo pomoci Jarzynského identity jsou graficky znazor-
nény na obrazku Z téchto vysledkt lze urcit ligand pari jako nejlepsi inhi-
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bitor a ligand co30 jako ten nejhorsi. Vazba ligandu pari na protedzu Mpro je
znézornéna na obrazku [4.29

Tabulka 4.12: Zména volné energie béhem anihila¢ni alchymistické transformace
pro volné ligandy ve vodnim prostiedi. Veskeré hodnoty jsou uvedeny v kcal /mol.

Ligand ACT'kumulant AGJarzynski

pari 24,7 24,9
cmma 15,9 17,7
cop3 25,1 26,2
dolu 14,3 14,8
cmpa 14,4 14,9
co39 15,5 16,2
coml 10,8 11,8
cop2 25,5 26,7
cmp?2 30,6 32,3
0b12 15,0 15,1
cn27 18,0 18,0
2913 37,0 37,6
cnml 16,0 17,3
co27 18,7 18,9
1d45 11,0 12,0
co30 21,2 22,5

(b)

Obrazek 4.29: Vazba zkoumaného ligandu pari na proteazu Mpro ze dvou riiznych
uhla pohledu.
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Tabulka 4.13: Vysledné vazebné volné energie zkoumanych inhibitorii protedzy
Mpro. Veskeré hodnoty jsou uvedeny v kcal/mol.

Ligand | AGxumulant  AGJarsynski | AGret  AGexp
pari -10,2 -14,3 -10,7 -
cmma -12,5 -14,0 -7.4 -
cop3 -11,6 -12,9 -8,8 -
dolu -10,9 -12,9 -6,7 -
cmpa -12,6 -12,0 -4,3 -
co39 -8,3 -8,6 -7,6 -
coml -9.6 -8,1 -9,0 -7,9
cop2 -7,9 -8,0 -7,1 -
cmp?2 -6,8 -7,1 -5,8 -
0b12 -6,0 -6,2 -9,3 -7,5
cn27 -5,0 -5,7 -3,9 -
2913 -6,2 -5,2 -5,8 -7,0
cnml -4.8 -4.8 -3,1 -
co27 -3,5 -4.4 -8,3 -
1d45 -4.9 -4,1 -5,4 -10,0
co30 -2,6 -3,8 -6,1 -

4.4.3 Diskuze

Testovani vyvoje hodnot volné energie v zavislosti na celkovém poctu tra-
jektorii uvedené v grafu bylo provedené zvlast pro volny a vazany ligand.
Vazebna volna energie by byla urcena rozdilem téchto dvou hodnot. Ve vyvoji
volné energie v zavislosti na poctu trajektorii pocitané podle Jarzynského iden-
tity mizeme pozorovat vyrazné skoky, které byly zptsobeny tim, ze k vysledkim
pocitanym podle Jarzynského identity prispivaji nejvice malo pravdépodobné tra-
jektorie s malou hodnotou prace. Oproti tomu ve vysledcich poc¢itanych pomoci
aproximace kumulanty zadné skoky nepozorujeme, nebot pro jejich urceni staci
znat pouze stredni hodnotu a varianci pravdépodobnostniho rozdéleni prace a
vysledky tak nejsou zatizeny zavislosti na malo pravdépodobnych trajektoriich s
malou hodnotou prace. V konecném vysledku tak hodnoty volné energie pocitané
pomoci aproximace kumulatnt konverguji rychleji s poctem trajektorii. Nevyho-
dou vypoctu pomoci kumulantii je, ze tato aproximace plati presné, pouze pokud
pravdépodobnostni rozdéleni prace jsou gaussovské, coz jak vidime v grafu
Uuplné splnéno neni.

Experimentéalni hodnoty vazebné volné energie byly zndmé pouze pro nékteré
se zkoumanych ligand. Pro vétsinu téchto ligandi miizeme pozorovat dobrou
shodu experimentalnich vysledkii s vysledky simulaci. Vyjimkou je ligand 1d45,
pro ktery je vidét znacny rozdil mezi simulacemi a experimentem. Tento rozdil byl
pravdépodobné zptisoben tim, ze ligand 1d45 zde byl simulovan jako nekovalentni
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inhibitor, ve skutecnosti zrejmé v aktivnim misté proteazy Mpro tvori kovalentni
vazbu [42].

Vysledné hodnoty vazebné volné energie jsou v tabulce 4.13|srovnany i s refe-
ren¢nimi hodnotami [42], které byly prostfednictvim nerovnovaznych MD simu-
laci ziskdny nové navrzenou metodou NEW-vDSSB (angl. new virtual double-
system single-box). Tato metoda je ovSsem pomérné komplikovana jak z hlediska
realizace MD simulaci (zahrnuje dlouhé rovnovazné REMD béhy), tak z hlediska
jejich analyzy (konvoluce rozdéleni prace). Diky této komplikovanosti se metoda
NEW-vDSSB prilis nehodi pro provadéni MD simulaci pro vétsi série liganda v
rané fazi hledani optimalniho inhibitoru. V radé ohledu se navic metoda NEW-
vDSSB principialné odlisuje od simula¢niho protokolu pouzivaného v této praci.
U vazanych ligandi sice i metoda NEW-vDSSB pouziva anihila¢ni transformace,
u volnych ligandii transformace kreacni. Zpusob vypoctu korekce na standardni
stav je v ramci metody NEW-vDSSB zcela odlisny, je zalozen na odhadu ob-
jemu vazebného mista z rovnovaznych REMD béhi. V ramci referenéni NEW-
vDSSB studie [42] bylo také pouzito zcela jiné silové pole (AMBER99SB-ILDN
pro protedazu a GAFF2 pro ligandy) nez to, které je vyuzivané v ramci této prace
(CHARMMS36 pro protedzu a CGenFF pro ligandy).

Pro vétsinu ligandu referencni vysledky ziskané metodou NEW-vDSSB [42]
odpovidaji vysledkim ziskanym v ramci této prace. Vzhledem ke vsem vyse zmi-
nénym rozdilim v metodice je shoda pomérné dobra. Pro nékolik ligandi je vsak
rozdil ve vyslednych hodnotach nezanedbatelny, pricemz vétsinou je hodnota va-
zebné volné energie ziskana v ramci této prace nizsi (vice zapornd) nez ta, kterd
byla ziskana metodou NEW-vDSSB. Nékteré ligandy se zde tedy jevi jako nadéj-
néjsi inhibitory, nez jak je ohodnocuje metoda NEW-vDSSB.

Domnivam se, ze je to diisledek skutecnosti, Ze nerovnovazné MD simulace
provedené v ramci této prace navazovaly primo na docking, kdezto v rdmci me-
tody NEW-vDSSB byl proveden jesté REMD mezikrok, kdy aminokyseliny ve
vazebném misté proteazy byly zahtaty na velmi vysokou teplotu. Cilem bylo zahr-
nout do vypoctu i suboptimélni konfigurace ligandu ve vazebném misté proteazy.
Otazkou ovsem je, do jaké miry vysledné vazebné volné energie pak odpovidaji
realité. Problém vidim v tom, zZe pro kazdou odlisnou konfiguraci ligandu ve va-
zebném misté protedzy by pak bylo tfeba provést radové 1000 alchymistickych
transformaci, aby se dosahlo konvergence a teprve vysledky z téchto dil¢ich sérii
MD simulaci by se mély zkombinovat. Vypocty takového rozsahu jsou ovsem v
dnesni dobé obtizné realizovatelné a ani v referenéni NEW-vDSSB studii takovy
rozsah neméli [42]. Obecné mi piijde zddouci, aby metoda neprodukovala falesné
negativni vysledky, tedy aby z vybéru nevypadly potentni ligandy pouze diky
artefaktim ve vypocetnim protokolu. A u metody NEW-vDSSB si nejsem jisty,
zda k tomu v jeji aktualni podobé nedochazi.

Celkoveé tedy jednoduchy simulac¢ni protokol pouzivany v ramci této prace ob-
stal v testu na komplexnim biomolekularnim systému velmi dobie. Do budoucna
(az budou k dispozici vyznamné vykonnéjsi hardwarové prostredky, nez které v
soucasné dobé poskytuje MetaCentrum), bude dobré ovéfit, zda jednoduchy si-
mulac¢ni protokol obc¢as neprodukuje i falesné pozitivni vysledky diky zanedbani
suboptimélnich alternativnich konfiguraci ligand ve vazebnych mistech proteinti.
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4.5 Kovalentni inhibitory proteazy Mpro

Posledni sada molekul, kterou jsem v této praci studoval, sestavala ze série
Sesti ligandd, jejichz struktury jsou zndzornény na obrdzku [4.30] [106]. V dalsim
textu je oznacuji jednoduse jako ligandy 1 az 6.

Tyto ligandy byly zkoumany firmou Pfizer jako potencidlni inhibitory proteazy
Mpro za tcelem 1é¢by onemocnéni Covid-19. Kvili zvyseni ordlni absorpce byly
generovany strukturné podobné slouceniny lisici se pouze v nékterych funkénich
skupinach, jako je naprf. nitrilova skupina ligandu 2 a 6. Nakonec byl pro klinické
testovani vybran ligand 6. Vybér byl zalozen na inhibi¢nich schopnostech, oralni
absorpci a moznosti syntézy ve velkém méritku. V soucasné dobé je ligand 6
znamy pod nazvem Paxlovid a bézné se pouziva v klinické praxi.

Pro sérii ligandt 1 az 6 jsou znamé experimentalni hodnoty inhibi¢nich kon-
stant vuci koronavirové proteaze Mpro. Jedna se vesmés o kovalentni inhibitory.
Vazi se prfimo na cystein z katalytické dyady Cys-His protedzy Mpro. Ke kova-
lentni vazbé dochazi budto pres nitrilovou skupinu ligandii 2 a 6, nebo pres keto
skupinu ostatnich ligandi. Pro nékteré ligandy jsou dostupné krystalové struk-
tury jejich komplexi s koronavirovou protedzou Mpro. Z téchto struktur mimo
jiné vyplyva, ze kovalentni vazba ligandt na proteazu Mpro je dost mozna reverzi-
bilni [25], protoZe postranni fetézec Cys145 z katalytické dyady se mize nachézet
ve dvou rtznych konformacich, z nichz jedna je s vyse zminénym kovalentnim
navazanim ligandi nekompatibilni.

Ja jsem se zde zaméril na klasické MD simulace ligandia v aktivnim misté
protedzy Mpro ve stavu tésné pred kovalentnim pripojenim ligandi k Cys145.
Termodynamicky cyklus, ktery jsem pouzil pro vypocty vazebné volné energie
téchto kovalentnich inhibitort, je zndzornén na obrazku [4.31] Jde tedy opét o
dvojitou anihilaci, tedy pristup, ktery se osvédcil v predchozich podkapitolach.
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Obrazek 4.30: Struktury studovanych kovalentnich inhibitort proteazy Mpro. V
nasledujicim textu jsou pro zjednoduseni znaceny jako ligandy 1 az 6.

77



ACJwater

AG=0

Obrazek 4.31: Termodynamicky cyklus vyuzity pti vypoctech vazebné volné ener-
gie kovalentnich inhibitor.

4.5.1 Priprava simulovanych systémii

Pocatecni souradnice pouzité v MD simulacich byly z vétsi ¢asti prevzaty z
proteinové databanky RCSB (www.rcsb.org), ve které jsou uloZeny krystalové
struktury koronavirové protedzy Mpro v komplexu s kovalentné navazanymi li-
gandy 3, 4 a 6 pod identifikdtory TRFR, TRFU a 7RFS. Uvedené struktury
byly ziskany prostfednictvim rentgenové difrakce, takze neobsahuji atomy vo-
diku, které bylo tfeba doplnit na zakladé preddefinovanych topologii aminokyselin
apod. v programu VMD.

Chystal jsem se provadeét klasické MD simulace, nebot mé zajimala ptrede-
vsim nekovalentni slozka interakce ligandti s protedzou. Proto byla ve vychozich
krystalovych strukturach odstranéna kovalentni vazba ligand na Cys145 a byly
doplnény atomy vodiku tak, aby to odpovidalo stavu s kovalentné nenavazanym
ligandem.

Jelikoz se zkoumané ligandy lisily pouze v nékolika funkénich skupinach, tak
i pro zbylé ligandy 1, 2 a 5 byly jako zdklad vyuzity vyse zminéné krystalové
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struktury, ve kterych jsem modifikoval strukturu ligandi 3, 4 a 6 pomoci modulu
Molefacture ze softwarového baliku VMD.

Ze struktur komplexu ligandi s proteazou byly prevzaty souradnice ligandu i
pro simulace volnych liganda ve vodnim prostredi.

Proteaza Mpro byla opét popsana pomoci silového pole CHARMM a ligandy
pomoci silového pole CGenFF. Pred aplikaci algoritmi CGenFF pro generovani
silovych konstant pro zkoumané ligandy jsem provedl jednoduchou optimalizaci
geometrie ligandt ve vakuu prostfednictvim programu Gaussian na trovni teorie
MP2-6-31G(d). Tato optimalizace odstranila mozné nepfesnosti ¢i deformace v
konformacich ligandiu prevzatych z krystalovych struktur komplexi.

Pro pripravu simulac¢nich protokoli jsem vyuzil modul QwikMD v programu
VMD. Pocateéni struktury komplexii ligandii s proteazou jakoz i poc¢atecni struk-
tury samotnych ligandi byly umistény do simulac¢niho boxu a obklopeny mole-
kulami vody popsanymi pomoci modelu TIP3P. Simulované systémy komplext
obsahovaly ptiblizné 100 000 atomu a simulované systémy samotnych ligandu
zhruba 10 000 atomi. Do simulovanych systémi byly doplnény ionty sodiku a
chloru tak, aby bylo dosazeno standardni koncentrace 0,15 mol/1.

Pro vSechny pripravené simulované systémy byla spusténa kratkd minimali-
zace s 2000 kroky pro odstranéni blizkych kontaktt atomii. Nasledné byl spustén
annealing, pri kterém byla teplota postupné zvétsovana z pocateéni hodnoty 60 K
na konec¢nou hodnotu 300 K a konformace proteazy byla udrzovana harmonickymi
omezeni v pocatecni konformaci prevzata z krystalové struktury. Nasledoval oby-
¢ejny ekvilibracéni béh s délkou 1 ns, béhem néhoz byla stéle zapnuta harmonicka
omezeni udrzujici pocateéni konformaci proteinu. Nakonec byl spustén dalsi ekvi-
libra¢ni jiz zcela bez dodatecnych omezeni a s celkovou délkou trvani 2 ns.

4.5.2 Vysledky simulaci

Vypocet vazebné volné energie jsem provedl stejné jako v predchozi podka-
pitole vénované nekovalentnim ligandim. Tedy prostiednictvim metody dvojité
anihilace s primou aplikaci Jarzynského identity resp. jeji aproximace pomoci
kumulant. Bylo proto vzdy spusténo 1000 MD béht a to pouze v dopredném
anihila¢nim sméru alchymistické transformace, kdy ligand postupné mizel ze si-
mulovaného systému. Alchymistickd transformace byla pfitom rozdélena do 20
A-oken s krokem AX = 0,05. Celkova délka jedné trajektorie ¢inila 400 ps. Vy-
slednou hodnotu volné energie jsem pak urcoval jak pomoci Jarzynského identity
(3-22)), tak pomoci aproximace kumulanty (3.24). K vyslednym hodnotdm vazebné
volné energie byla posléze pripoc¢tena jesté korekce na standardni stav (3.27]).

Vysledné hodnoty zmény volné energie pro vazané ligandy shrnuje tabulka
[4.14) a pro volné ligandy ve vodé tabulka [4.15 Z rozdilu téchto diléich vysledku
byla ziskdna vysledna vazebna volna energie dle termodynamického cyklu (3.1}
Konkrétni hodnoty vazebné volné energie jsou uvedeny v tabulce [4.16|a vizudlné
zobrazeny na obrazku [4.32]

7 vysledku ekvilibrace a néaslednych alchymistickych trajektorii bylo zfejmé,
ze ligandy preferovaly odlisné konformace nez jsou ty, které zachycuji vychozi
krystalové struktury. Predevsim atomy, u kterych dochazi k tvorbé kovalentni
vazby, tj. atomy z ligandii a z postranniho fetézce katalytického cysteinu, se
vzdalily na cca. 5 A. Heterocyklus odpovidajici derivatu pyrrolidinu a imitujici
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Tabulka 4.14: Vysledky alchymistickych transformaci pro kovalentni inhibitory
vazané k protedze Mpro. Hodnoty jsou uvedeny v jednotkéch kcal /mol.

Tabulka 4.15: Vysledky alchymistickych transformaci pro volné kovalentni inhi-
bitory ve vodnim prostiedi. Hodnoty jsou uvedeny v jednotkach kcal/mol.

Tabulka 4.16: Vysledné hodnoty vazebné volné energie komplexti kovalentnich
inhibitorti a proteazy Mpro. Hodnoty volné energie jsou uvedeny v jednotkéach

Ligand | AGxumulant  AGJarzynski | AGyol
1 33,8 37,0 -0,2
2 404 40,7 0,0
3 40,3 42,4 0.1
4 40,9 442 0,2
5 34,9 35,3 0,3
6 30,0 31,7 -0,1

Ligand | AGkumulant  AGJarzynski
1 26,1 28,3
2 27.5 27.5
3 29,1 31,1
4 30,3 31,9
5 27.0 28,0
6 21,3 99.9

kcal /mol.
Ligand AGxumulant AG Jarzynski K exp [nM] AGexp
1 7.9 8.9 0,3 13,1
2 12,9 -13,2 277 -104
3 11,0 11,1 230,0 9,1
4 10,4 12,1 7.9 111
5 75 7.0 12,1 10,9
6 8.8 9.6 3.1 11,7

pritomnost klicového Gln, ktery je spolecny vsem zkoumanym ligandiim (a mnoha
jejich predchudcim se stopou sahajici az do 90. let) se vzdalil z vazebné kavity
S1, v niz byl pivodné ukotven v krystalové strukture.

Na konformac¢ni zmény ligandiit mohla mit vliv zvolend protonace histidina
protedzy Mpro. Vodiky totiz nelze prostfednictvim rentgenové difrakce v krys-
talech rozlisit, a proto je tfeba je doplnit na zakladé preddefinovanych topolo-
gii aminokyselin. V pripadé histidint ovsem existuje vice moznych protonaci. V
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Obréazek 4.32: Vazebna volna energie kovalentnich inhibitorti pti jejich vazbé k
proteaze Mpro. Vysledky prvni sady MD simulaci s histidiny protedazy Mpro pro-
tonovanymi na J-dusiku.

[kcal /mol]

AG

protedze Mpro se pritom vyskytuji hned dva histidiny (His163 a His172) v bez-
prostredni blizkosti postranniho fetézce klicového Gln ze Stipaného substratu, ¢i
v bezprostredni blizkosti heterocyklu strukturniho analogu Gln, ktery je tradi¢ni
soucasti struktury potencialnich inhibitorti koronavirovych polymeraz. Zvolena
protonace obou zminénych histidint protedzy Mpro tak miize mit podstatny vliv
na konecnou konformaci ligandi.

V tvodni sérii MD simulaci jsem uvazoval oba tyto histidiny s protonovanym
0-dusikem. Pro ovéreni vlivu protonace jsem pripravil nové simulované systémy
se vSemi moznymi kombinacemi protonaci zminénych dvou histidint. Neutralni
verze histidini mély protonovany bud J-dusik nebo e-dusik. Kladné nabité histi-
diny mély protonované oba zminéné histidiny. Pro test vlivu protonace histidint
jsem pouzil pouze ligand 6. Takze celkové bylo pripraveno 9 novych simulovanych
systémil.

Pripravné MD simulace byly realizovany stejnym zptisobem jako s puvodni
protonaci histidinti. Postupné jsem spustil minimalizaci, annealing, ekvilibraci s
omezenimi a nakonec obycejnou ekvilibraci bez omezeni patere proteazy Mpro.
V tadé pripadt doslo opét k markantnim konformacnim zménam konformace
ligandu 6. Nicméné v pripadé, kdy byly histidiny 163 a 172 protonované na e-
dusiku, zstala konformace ligandu stabilni a vytvorila se stabilni vodikova vazba
mezi postrannim fetézcem His163 a heterocyklem analogu Gln z ligandu 6, jak
znézorniuje obrazek Atomy ligandu 6, které se maji kovalentné navizat k
Cys145, byly téz v adekvatni vzdalenosti.

Rozdil v konformacich ligandu 6 pro ptuvodni a pro nové zvolenou protonaci
histidini protedzy Mpro je skuteéné markantni, jak zndzornuje obrézek [4.34]
Proto jsem se rozhodl vypocty volné energie opakovat pro vsechny ligandy s nové
zvolenou protonaci histidind 163 a 172, které jsem nyni uvazoval protonované na
e-dusiku.
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His172

Obréazek 4.33: Nové zvolena protonace histidini 163 na 172 na e-dusiku, ktera
umoznuje vytvoreni stabilni vodikové vazby mezi His163 a analogem Gln ve struk-
tute ligandi.

Cys145

S1

His163
(a) (b)

Obrézek 4.34: Srovnani konformaci ligandu 6 (a) pro puvodni protonaci histidini
163 a 172 protedzy Mpro na d-dusiku a (b) pro nové zvolenou protonaci histidinu
na e-dusiku

Kromé toho jsem jesté doladil poc¢atecni konformace ligandii tak, aby polohy
vsech jejich funkcénich skupin maximalné korespondovaly s polohami odpovidaji-
cich motiva v krystalovych strukturach.

Pripravil jsem simulované systémy pro zbylé ligandy 1 az 5 a provedl je-
jich ekvilibraci stejné jako v ptripadé ligandu 6. Poté jsem pro jednotlivé ligandy
opét provedl 1000 alchymistickych transformaci se stejnym nastavenim a délkou
(400 ps) jako v prvni sérii vypoctu.

Hodnoty rozdilu volné energie z alchymistické transformace pro ligandy vazané
v komplexu s Mpro shrnuje tabulka[4.17]a pro volné ligandy tabulka[4.18| Vazebnd
volnd energie pocitand z jejich rozdilu je pak uvedena v tabulce [1.19) a graficky
zndzornéna na obrazku [4.35



Tabulka 4.17: Vysledky alchymistickych transformaci pro ligandy 1 az 6 vazané
k Mpro s nové zvolenou protonaci histidin 163 a 172. Hodnoty jsou uvedeny v
jednotkach kcal /mol.

Ligand | AGxumulant  AGJarzynski | AGyol
1 4.6 147 0,0
2 40,0 40,9 0,3
3 52,5 53,2 0,0
1 48,9 52,0 0,2
5 43,2 44,2 0,2
6 39,5 41,2 0,2

Tabulka 4.18: Vysledky alchymistickych transformaci pro ligand 1 az 6 ve vodni
obélce. Hodnoty jsou uvedeny v jednotkach kcal/mol.

Ligand | AGxumulant  AGJarsynski
1 26,1 28,3
2 27,5 27,5
3 29.1 31,1
4 30,3 31,9
5 27.0 28,0
6 21,3 22,2

Tabulka 4.19: Vazebna volna energie ligandi 1 az 6 s nové zvolenou protonaci
histidint 163 a 172 protedzy Mpro. Hodnoty jsou uvedeny v jednotkach kcal /mol.

Ligand | AGrumulant  AGrarynski | Kiexp MM]  AGeyp
1 -18,5 -16,4 0,3 -13,1
2 -12,8 -13,7 27,7 -10,4
3 233 22,0 230,0 9,1
4 -18,4 -19,9 7.9 11,1
5 -16,0 -16,0 12,1 -10,9
6 -18,0 -18,8 3,1 11,7

Na prvni pohled je zfejmé, ze hodnota vazebné volné energie vypoctena pro
ligand 3 se ponékud vymyka a ligand 3 by na zdkladé ni mél byt zdaleka nejua-
¢innéjsim inhibitorem z celé série ligandii 1 az 6 . Pritom experimentalné urcena
vazebna volnda energie svédci o opaku.

Ligand 3 se v experimentech popsanych v literature choval jinak nez zbyva-
jici ligandy v fadé ohledi. Ligand 3 ma velmi specifickou strukturu se dvéma
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Obréazek 4.35: Vazebna volna energie ligandti 1 az 6 s nové zvolenou protonaci
histidini 163 a 172 protedzy Mpro.
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objemnymi plandrnimi motivy. Lze si predstavit, ze tyto ¢asti ligandu 3 mohou
stackovat analogicky jako baze nukleovych kyselin. Takova interakce by mohla
ligand 3 “uzamknout” v konformaci, kterda se znacné lisi od té, kterou ligand 3
zaujima v aktivnim misté koronavirové proteazy Mpro ve strukture TRFR. Lze si
dale predstavit, ze molekuly ligandu 3 v takové kompaktni konformaci by mohly
dale agregovat a vytvaret komplexy vyssiho radu. To vSe by mohlo zhorsit schop-
nost ligandu 3 pronikat do bunék apod.

ligandu 3, které jsou volné a navic v konformaci kompatibilni s aktivnim mistem
protedzy Mpro. Coz by se mohlo efektivné projevit zvysenim experimentalni K,
z niz byla vypoctena referenéni experimentalni vazebné volna energie.

Provedl jsem proto sérii dlouhych MD simulaci volného ligandu 3 ve vodnim
prostredi, které startovaly z konformeru zachyceného v krystalové strukture. Po
jisté dobé jsem opakované pozoroval prechod ligandu 3 do predpokladané kom-
paktn{ konformace, ve které jeho plandrni ¢ésti stackovaly [£.36] analogicky jako
k tomu dochéazi napiiklad u dinukleotidi.

Pokud jde o prostorové uspordadani samotného aktivniho mista protedzy Mpro,
v pribéhu provedenych MD simulaci bylo mozné pozorovat dvé rizné konformace
postranniho fetézce cysteinu z katalytické dyady proteazy, jak ukazuje obrazek
.37 To neni ptekvapeni, nebot i v krystalové struktufe 7VHS8 zobrazené na ob-
razku je mozné tyto dvé konformace postranniho fetézce Cysl14b rozlisit.
Sveéddéi to o tom, ze pripadna kovalentni vazba je nejspis pomérné slaba a rever-
sibilni.

Zajimavé je i to, ze ve zde provedenych MD simulacich konformer postran-
niho fetézce Cysl4b, ktery je nekompatibilni s kovalentnim navazanim ligand,
obvykle dominoval. Vznika tak otdzka, zda v krystalovych strukturach nemaji
vliv artificidlni krystalové kontakty (angl. crystal packing forces), které komplexy
Mpro deformuji a vychyluji ligandy ze stavu substratt do stavu produktt re-
akce. Vizualni inspekce krystalovych struktur ukazuje, ze naptiklad ligand 6 se
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Obréazek 4.36: (a) Konformace ligandu 3 v krystalové strukture (PDB ID 7TRFR).
(b) Kompaktni konformace volného ligandu 3 ve vodnim prostredi se stackingem
jeho plandrnich motivi.

artificidlnich krystalovych kontakti primo tcastni.

Ve zde prezentovanych vypoctech vazebné volné energie jsem prispévek kova-
lentniho navazani ligandt k postrannimu fetézci Cys145 nezahrnul. Diky reverzi-
bilité kovalentni vazby by zfejmé nebyl prilis velky. Jeho velikost by bylo mozné
dopocitat pomoci QMMM vypoctl, které by bylo mozné realizovat napriklad
pomoci kombinace programi NAMD a Orca.

Obrazek 4.37: Dvé konformace cysteinu 145 z katalytické dyady proteazy Mpro
pozorované béhem rovnovaznych simulaci.

4.5.3 Diskuze

Pro prvni sérii MD simulaci s histidiny 163 a 172 protonovanymi na d-dusiku,
jsou vysledné hodnoty vazebné volné energie uvedené v tabulce . Pro druhou
sérii MD simulaci s histidiny 163 a 172 protonovanymi na e-dusiku, jsou vysledné
hodnoty vazebné volné energie uvedené v tabulce 7 uvedenych hodnot je
ziejmé, ze protonace histidinti v blizkosti vazebného mista S1 pobliz aktivniho
mista proteazy Mpro mé zna¢ny vliv na vazebné konformace ligand a v kone¢ném
vysledku i na vypoctené hodnoty vazebné volné energie.
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Dle experimentalné urcenych inhibi¢nich konstant Kj .., by ligandy 1, 4 a 6
meély byt lepsimi inhibitory nez ligandy 2, 3 a 5. Vysledné hodnoty vazebné ener-
gie [4.35 ze druhé série MD simulaci tomu kvalitativné odpovidaji, ligandy 1, 4 a
6 z nich vychézeji jako lepsi inhibitory nez ligandy 2 a 5. Vyjimku tvori ligand
3, ktery z vysledkii druhé série MD simulaci vysel jako nejlepsi, z experimentu
ale naopak jako nejhorsi. Domnivam se, ze to je dlsledek toho, ze volny ligand
3 spontanné prechazi do velmi kompaktni konformace, kterd je zcela nekompa-
tibilni s aktivnim mistem Mpro. Tento konformacni prechod jsem pozoroval v
MD simulacich volného ligandu 3 ve vodnim prostiedi, kdy doslo ke stackingu
plandrnich ¢asti ligandu 3, jak znézornuje obréazek [4.36]

Déle je ztejmé, ze hodnoty vazebné volné energie ze druhé série MD simulaci
jsou podstatné nizsi (vice zadporné) nez experimentalni hodnoty. MD simulace
tak inhibi¢ni schopnosti ligandt do urcité miry precenuji. To je ziejmé zptisobeno
nékolika faktory.

Nerovnovazné MD simulace jsou velmi rychlé. V tomto ptipadé byly realizo-
vany béhem pouhych 400 ps. Hodnoty vazebnych volnych energii z anihilac¢nich
transformaci obecné ke spravnym vysledktim konverguji zdola. Ligandy se tedy
pri prilis rychlych anihilacich mohou jevit jako lepsi inhibitory, nez jakymi ve sku-
tecnosti jsou. Proto jsem pro ligand 6 provedl jesté dodatecnou sérii 1000 anihilac-
nich transformaci, kdy kazda trvala 2000 ps. Transformace byly tedy provedeny
5x pomaleji nez transformace z prvni i druhé série MD simulaci provedenych pro
vSechny ligandy. Vysledna vazebna volné energie —14,6 kcal /mol pro ligand 6 se
skuteéné vyznamné priblizila k experimentalni hodnoté —11,7 kecal /mol. V tomto
duchu by bylo mozné déle pokracovat, alchymistické transformace by bylo mozné
prodluzovat a vypoctena hodnota by se opét o néco vice priblizila experimentalni
hodnoté.

Otézka je, zda je k tomu néjaky duvod, tedy zda by to poskytlo dostate¢nou
pridanou hodnotu. Kumulovana délka transformaci pro ligand 6 z posledni série
MD simulaci totiz byla jiz 2 us, coz vyzaduje pomérné znacné hardwarové pro-
stfedky. Smyslem vypoctu pritom je sefazeni (ranking) ligandu dle inhibi¢nich
schopnosti a k tomu kvantitativni shoda mezi vypocétenou a experimentéalni vol-
nou energii neni nezbytné nutna. V publikovanych studiich totiz autori ¢asto cili
pouze na korelaci, kvantitativné se pritom hodnoty experimentalni a vypoctené
prostfednictvim ruznych metod (MM/PBSA ale i DFT) mohou lisit az radové
[107].

Otazka také je, zda by v tomto konkrétnim pripadé bylo viibec mozné dosah-
nout dokonalé kvantitativni shody mezi vypoctenou a experimentalni hodnotou
vazebné volné energie pouhym prodluzovanim alchymistickych transformaci.

Je totiz mozné, ze soucasné krystalové struktury neposkytuji iplny obrazek o
tom, jak vypadd vazba ligand do aktivniho mista protedzy Mpro. Kromé vyse
prezentovanych vypoctu vazebné volné energie prostrednictvim anihilac¢nich al-
chymistickych transformaci provedenych pomoci nerovnovaznych MD simulaci
jsem totiz ucinil nékolik pokust ziskat vazebnou volnou energii i prostrednictvim
rovnovaznych MD simulaci s obousmérnymi alchymistickymi transformacemi. Pti
termodynamického cyklu. Tato omezeni se aplikuji pouze na ligand a k vypoc-
teni jejich prispévku je potieba provést dodatecné MD simulace. Béhem téchto
pomérné dlouhych rovnovaznych béhi (az 50 ns) jsem pozoroval vyznamné kon-
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formacni zmény proteazy Mpro v oblasti aktivniho mista nejen v pribéhu alchy-
mistickych transformaci, ale i v pribéhu dodate¢nych béhii, béhem nichz ligand
po celou dobu interaguje se svym okolim, pouze se méni intenzita jeho geometric-
kych omezeni. Z téchto MD simulaci jsem ziskal dojem, Ze aktivni misto Mpro je
a ze by bylo zajimavé provést rovnovazné MD béhy o délce v fadu us ¢i dokonce
desitek ps, které by umoznily ziskat alternativni struktury komplexu Mpro a li-
gandi. Je nepochybné, ze hodnoty vazebné volné vypoctené na zakladé takovych
struktur by byly v absolutni hodnoté nizsi nez ty, ziskané na zakladé “idealnich”
krystalovych struktur ve druhé sérii simulaci a tedy také podstatné blize experi-
mentalnim hodnotam (kterym jsou ostatné pomérné blizko vysledky z prvni série
simulaci, kdy bylo “idealni” prostorové usporadani komplexti z krystalu naruseno
suboptimalni protonaci histidint).

Mij dojem, ze konformacni plasticita Mpro v oblasti aktivniho mista je pod-
statné vyraznéjsi, nez jak ukazuji stavajici krystalové struktury, ktery jsem ziskal
na zakladé dlouhych rovnovaznych MD simulaci, potvrzuji prvni studie Mpro pro-
vedené prostrednictvim elektronového mikroskopu, které byly publikované béhem
posledntho mésice [15].

Pokud provedeme strukturni alignment krystalovych struktur protedzy Mpro
v apo formé a Mpro s navazanym ligandem, tak je konformace patete Mpro v obou
pripadech témér totoznd, viz obrazek [£.38 Prispévek artificidlnich stabilizujicich
sil v krystalu se stane patrny, kdyz do strukturniho alignmentu pfridame apo-
strukturu ziskanou pomoci elektronového mikroskopu [I5], kde je konformace
smycky nad aktivnim mistem diametralné odlisna [4.38|

Kromeé toho, ze je aktivni misto protedzy Mpro mimotradné konformacné plas-
tické, coz koresponduje s jeho funkei, nebot musi rozpoznavat 11 raznych mist ve
stipaném polyproteinu, tak je tfeba vzit do ivahy i to, Ze aktivni misto je pomérné
meélké. Obsahuje pritom sérii vazebnych mist pro postranni fetézce aminokyselin
a nékteré peptidy ¢i inhibitory na bazi analog peptidu (jako jsou i ligandy 1 az 6)
se mohou v roztoku do aktivniho mista protedzy vazat dost mozna vice zpusoby.

Naprtiklad ligand 6 byl zkouman prostrednictvim metody NEW-vDSSB sku-
pinou P. Procacciho [43], pficemz na rozdil od nés nevychdazeli z krystalové struk-
tury, ale z vlastniho dockingu. Jak ukazuje obrézek [4.39] tak se jim nepodafrilo
ligand 6 umistit spravné. Je ve vazebnych mistech proteazy Mpro o jednu po-
zici posunuty. Strukturni analog glutaminu je naptiklad mimo vazebné misto S1.
Otazka je, do jaké miry je tfeba takové alternativni konfigurace ligandi zapocist
do vazebné volné energie a do jaké miry je to u proteazy Mpro s extrémneé flexibil-
nim a mélkym aktivnim mistem viibec realné provést vycerpavajicim zptsobem.

Se soucasnymi hardwarovymi prostredky je nejspise tfeba pocitat s tim, ze
hodnoty vazebné volné energie vypoctené prostrednictvim nerovnovaznych MD
simulaci startujicich z krystalovych struktur Mpro jsou o néco nizsi, nez by odpo-
vidalo realité, necilit na dokonalou kvantitativni shodu s experimentem a pragma-
ticky pouzivat vypoctené hodnoty vazebné volné energie k rankingu potencialnich
inhibitor, které mohou byt navrzené napriklad prostiednictvim softwarového ba-
liku AutoGrow, ktery je v MetaCentru dostupny jako modul.
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Obrézek 4.38: Rozdil v konformaci patetre protedzy Mpro v aktivnim misté. Pro-
tedza Mpro s navazanym ligandem 6 (PDB ID 7RFS), apo forma v krystalové
struktufe (PDB ID 6Y2E) a apo forma zachycena prostiednictvim elektronového
mikroskopu (PDB ID 8EKE).

Obréazek 4.39: Umisténi ligandu 6 (a) v krystalové strukture (PDB ID 7RFS) a
(b) v komplexu z dockingu P. Procacciho [43].
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Z.aver

Vypocty hydratacni volné energie postrannich retézcti aminokyselin poslou-
zily k odladéni postupu zalozeného na nerovnovaznych MD simulacich. Hodnoty
hydratacni volné energie ziskané nerovnovaznymi metodami byly srovnatelné s
referencnimi hodnotami ziskanymi prostrednictvim rovnovaznych MD simulaci.
Pro nabité aminokyseliny byl prozkouméan vliv naboje na vysledné hodnoty hyd-
ratacni volné energie a byla ovérena pouzitelnost analytické korekce. V pripadé
vlivu ofiznuti nevazebnych van der Waalsovych interakci v konecné vzdéalenosti
jsem si ovéril, ze vliv ofiznuti ma na vysledné hodnoty hydrataéni volné energie
pouze zanedbatelny vliv. S vyuzitim riznych verzi silového pole CGenFF jsem do-
sahl podobné presnosti vyslednych hydratacnich volnych energii. Pomoci vlastni
reparametrizace bodovych naboji prostrednictvim ab initio vypocti zalozené na
variovani empirického parametru umoznujicitho implicitni zahrnuti polarizace v
disledku predpoklddaného vlivu okolniho prostiedi jsem byl schopen vysledné
hodnoty hydratacni volné energie vyrazné upresnit. Soulad s experimentem se
zlepsil fadové - z jednotek na 0,1 kecal/mol.

Na komplexu éterové koruny a drasliku jsem prostudoval alchymisticky vy-
pocet vazebné volné energie zalozeny na termodynamickém cyklu. Zkoumal jsem
vyuziti dodatecnych omezujicich potencialt pro urychleni konvergence a rtizné
pristupy, jak zapocitat korekci na standardni stav. Studoval jsem také vliv délky
a celkového poctu dil¢ich alchymistickych transformaci na konecéné vysledky. Zis-
kal jsem srovnatelné vysledky pristupy zaloZenymi jak na Crooksové fluktuacnim
teorému tak i na Jarzynského identité.

Déle jsem provedl dlouhé rovnovazné MD simulace, na zakladé nichz byly ur-
¢eny vazebné konformace komplexti adamantant s cyklodextriny. Nasledné jsem
na tyto komplexy s ispéchem aplikoval nerovnovaznou metodu vypoctu vazebné
volné energie zalozenou na primé aplikaci Jarzynského rovnosti. Vypoctené hod-
noty volné energie odpovidaly referenénim hodnotam z experimentu.
tému jsem doladil na zakladé vypoc¢tla vazebné volné energie pro sadu nekovalent-
nich inhibitorti proteazy Mpro. Hodnoty vazebné volné energie ziskané pomoci
nerovnovaznych metod umoznily sefadit potencialni inhibitory dle predpokladané
ucinnosti. Bylo provedeno srovnani vypoctenych hodnot s dostupnymi referenc-
nimi daty jak z experimentu tak z vypoctti provedenych ale v radé ohledt odlis-
nym zpusobem.

V pripadé série kovalentnich inhibitora proteazy Mpro byla prostudovana ne-
kovalentni ¢ast jejich interakce, kdy se ligandy, jesté kovalentné nepfipojené,
nachézeji v aktivnim misté proteazy Mpro ve formé substratii reakce. Na za-
kladé rovnovaznych MD simulaci byl urc¢en vliv protonace histidini v aktivnim
misté proteazy Mpro na vazebné konformace zkoumanych ligand. Vazebna volna
energie byla nerovnovaznymi metodami urc¢ena pro dvé mozné protonace téchto
histidini. Vypoctené hodnoty vazebné volné energie se 1épe shodovaly s experi-
mentem, pokud histidiny byly protonované na dé-dusiku. V tom pripadé se ale
konformace ligand nezanedbatelné lisily od jejich konformaci ve vychozich krys-
talovych strukturach. V ptipadé protonace histidinti na e-dusiku se ligandy jevily
jako uc¢innéjsi inhibitory, nez jak ukazuje experiment. Konformace z vychozich
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krystalovych struktur ptritom ztstala dokonale zachovana. Bylo ovéreno, ze ne-
soulad mezi vypoctenou a experimentalni hodnotou je mozné do jisté miry zmen-
sit pomoci delsich simulaci. Nicméné se zda, ze se zde musi uplatnovat jesté dalsi
faktory.

Dlouhé rovnovazné MD simulace, které jsem provadél pii testovani alterna-
tivniho zptisobu vypoctu volné energie, naznacovaly, ze aktivni misto proteazy
Mpro mize byt konformacné znacné bohatsi, nez jak ukazuji dosavadni krys-
talové struktury, kde ma diky tzv. “crystal packing forces” stejnou konformaci
protedza s navazanym ligandem i bez néj. Prvni struktury protedzy Mpro ziskané
pomoci elektronového mikroskopu, které se béhem posledniho mésice objevily v
proteinové databance, dojem z dlouhych rovnovaznych MD simulaci potvrzuji.
Napr. v pripadé apo formy Mpro je konformace aktivniho mista vyznamné od-
lisna a vykazuje velké fluktuace. Konformacni fluidita aktivniho mista ma nepo-
chybné funkéni vyznam, nebot protedza musi spravné rozpoznavat 11 odlisnych
mist ve Stipaném polyproteinu. Dramaticky to ovsem komplikuje racionalni de-
sign potencidlnich inhibitorti. Jednim z vysvétleni, pro¢ vice méné selhaly dvé
velké kampané, pri nichz byla prostrednictvim dockingu testovana vzdy vice nez
miliarda ligandi, je to, Zze potencidlni nekovalentni inhibitory byly dockovany
do historicky prvni krystalové struktury 6LU7, kterd ovsem ptvodné obsahovala
kovalentni inhibitor.

S ohledem na vysSe uvedené se tedy zd4, ze vazba ligandii do mélkého, konfor-
macné proménlivého aktivniho mista proteazy Mpro miize byt labilnéjsi, nez jak
naznacuji stavajici krystalové struktury. Idealni tedy asi bude, provadét ivodni
docking do hned nékolika reprezentativnich struktur Mpro ziskanych napriklad na
zékladé dlouhych (jednotky az desitky ps) rovnovaznych MD simulaci. Idedlnim
nastrojem pro virtualni syntézu ligandii a jejich nésledny docking, pritom muze
byt naptiklad softwarovy balik AutoGrow dostupny v MetaCentru jako modul.
Navazujici vypocty volné energie pomoci nerovnovaznych MD simulaci (v du-
chu této prace), pak mohou poslouzit k fyzikalné korektnimu rankingu nejlepsich
ligandi navrzenych programem AutoGrow.

Simulac¢ni protokol, velké mnozstvi skriptli, zptsob vypoctu korekce volné
energie na standardni stav ¢i postup pfi reparametrizaci silového pole, které byly
vytvorené a odladéné v ramci této prace, se mohou uplatnit i mimo kontext ko-
ronavirové proteazy Mpro. Jsou univerzalné vyuzitelné pri obdobnych vypoctech
vazebné volné energie pro nejriznéjsi (bio)molekulédrni komplexy a pro racionalni
design inhibitort fady jinych medicinsky zajimavych proteint.
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A. Prilohy

A.1 Tcl skript pro pripravu systémiu

Priklad Tel skriptu, ktery byl vyuzit v Tk konzoli VMD programu pro pripravu
pocatecnich souradnic komplexii adamantani s cyklodextriny. Vychazel jsem zde
ze souradnic samotnych cyklodextrin a samotnych adamantant a zkombinoval
jsem je dohromady s riznou pocatecni orientaci. Pro kazdou kombinaci cyklodex-
trinu a adamantanu bylo pripraveno 10 rtiznych pocatecnich orientaci adaman-
tanu vici cyklodextrinu a dvé rizné orientace nabité amino-skupiny adamantanu.

package require Orient
namespace import Orient::orient
package require psfgen

package require autoionize

# list of all cyklodextins and ligands

set cyklodextrin_list { alpha beta gamma }
set ligand_list { 1 2 3456 }

set orientation_list { 1 234567 89 10 }
set pi 3.1415926535897931

# prepare complex structures for different initial orientations
foreach cyklodextrin $cyklodextrin_list {

foreach ligand $ligand_list {

foreach i $orientation_list {

cd ${cyklodextrin}_${ligand}

puts "pdb for $cyklodextrin, ligand $ligand and orientation $i\n\n"
# load ligand and cyklodexztrin structures

mol new ../../01_mol2_files/${cyklodextrin}_cyklodextrin.mol2

mol new ../../01_mol2_files/ligand_${ligand}.mol2

set top_id [expr [molinfo top get id] ]
set below_top_id [expr [molinfo top get id] - 1 ]

# selections

set sel_glc [atomselect $below_top_id "resname GLC"]

set center_glc [measure center $sel_glc weight [$sel_glc get mass]]
set sel_lig [atomselect $top_id "resname LIG"]

set center_lig [measure center $sel_lig weight [$sel_lig get mass]]

# translate both to center

set transfo [transoffset [vecinvert $center_glc]]
$sel_glc move $transfo

set transfo [transoffset [vecinvert $center_lig]]
$sel_lig move $transfo

# rotate molecules
set unit_vec_y [expr cos($i * $pi / 5)]

set unit_vec_z [expr sin($i * $pi / 5)]

set I [draw principalaxes $sel_glc]
set A [orient $sel_glc [lindex $I 0] {1 0 0}]
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45 $sel_glc move $A

46 set I [draw principalaxes $sel_glcl

47 set A [orient $sel_glc [lindex $I 1] {0 1 0}]

18 $sel_glc move $A

49 set I [draw principalaxes $sel_glc]

50

51 set I [draw principalaxes $sel_lig]

52 set A [orient $sel_lig [lindex $I 2] {1 0 03}]

53 $sel_lig move $A

54 set I [draw principalaxes $sel_lig]

55 set A [orient $sel_lig [lindex $I 1] [list O [expr $unit_vec_y] [expr
—  $unit_vec_z]]1]

56 $sel_lig move $A

57 set I [draw principalaxes $sel_lig]

58

59 # translate both to center

60 set sel_glc [atomselect $below_top_id "resname GLC"]

61 set center_glc [measure center $sel_glc weight [$sel_glc get mass]]

62 set sel_lig [atomselect $top_id "resname LIG"]

63 set center_lig [measure center $sel_lig weight [$sel_lig get mass]]

64 set transfo [transoffset [vecinvert $center_glc]]

65 $sel_glc move $transfo

66 set transfo [transoffset [vecinvert $center_ligl]

67 $sel_lig move $transfo

68

69 # create pdb files with complex structures

70 # ligand only

71 $sel_lig writepdb "lig only_$i.pdb"

72 # cyklodexztrin only

73 $sel_glc writepdb "glc_only_$i.pdb"

74

75 # reverse orientation

76 set reverse_matrix [transaxis z 180]

77 $sel_lig move $reverse_matrix

78

79 # translate both to center

so set sel_glc [atomselect $below_top_id "resname GLC"]

81 set center_glc [measure center $sel_glc weight [$sel_glc get mass]]

s2 set sel_lig [atomselect $top_id "resname LIG"]

83 set center_lig [measure center $sel_lig weight [$sel_lig get mass]]

84 set transfo [transoffset [vecinvert $center_glcl]

85 $sel_glc move $transfo

s6 set transfo [transoffset [vecinvert $center_ligl]

87 $sel_lig move $transfo

88

89 # create pdb files with complex structures

90 # ligand only

91 $sel_lig writepdb "lig_only_reverse_$i.pdb"

92 # cyklodexztrin only

93  $sel_glc writepdb "glc_only_reverse_$i.pdb"

94

95

96 mol delete $below_top_id

97 mol delete $top_id

98 cd ..

99

100 }}}
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A.2 Tcl skript pro tvorbu topologie, solvataci a
ionizaci

Ukéazkovy Tcl skript, ktery bral pocatecni souradnice komplexti adamantanti
a cyklodextrinti a vytvoril k nim odpovidajici topologické psf soubory, vygenero-
val vodni obalku, ptidal ionty pro neutralizaci systému, vytvoril .xst soubory s
informacemi o periodickych okrajovych podminkach a vytvoril .fep soubory, které
urcovaly, které atomy budou béhem alchymistické transformace mizet.

package require Orient
namespace import Orient::orient
package require psfgen

package require autoionize

# list of all cyklodextins and ligands

set cyklodextrin_list { alpha beta gamma }
set ligand_list { 1 2 345 6 }

set orientation_list { 1 234567 89 10 }
set pi 3.1415926535897931

# psf gemeration for complexes

foreach cyklodextrin $cyklodextrin_list {
foreach ligand $ligand_list {

foreach i $orientation_list {

cd ${cyklodextrin}_$ligand
puts "psf for $cyklodextrin, ligand $ligand and orientation $i"

# load topology files

topology ../../02_str_files/CHARMM/top_all36_cgenff.rtf
topology ../../02_str_files/${cyklodextrin}_cyklodextrin.str
topology ../../02_str_files/ligand_${ligand}.str

# get initial position from pdb files
segment GLC {
pdb "glc_only_$i.pdb"
3
coordpdb "glc_only_$i.pdb" GLC

segment LIG {
pdb "lig_only_$i.pdb"
}
coordpdb "lig_only_$i.pdb" LIG

# create psf files
writepsf "complex_only_8$i.psf"
writepdb "complex_only_$i.pdb"

resetpsf
psfcontext reset

# reverse orientation

# topology files

topology ../../02_str_files/CHARMM/top_all36_cgenff.rtf
topology ../../02_str_files/${cyklodextrin}_cyklodextrin.str
topology ../../02_str_files/ligand_${ligand}.str
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# get initial position from pdb files
segment GLC {
pdb "glc_only_reverse_$i.pdb"
}
coordpdb "glc_only_reverse_$i.pdb" GLC

segment LIG {
pdb "lig_only_reverse_$i.pdb"
}
coordpdb "lig_only_reverse_$i.pdb" LIG

# create psf files
writepsf "complex_only_reverse_$i.psf"
writepdb "complex_only_reverse_$i.pdb"

resetpsf
psfcontext reset

# ligand only pdf files

# topology

topology ../../02_str_files/CHARMM/top_all36_cgenff.rtf
topology ../../02_str_files/ligand_${ligand}.str

# get initial position from pdb files
segment LIG {
pdb "lig_only.pdb"
}
coordpdb "lig_only.pdb" LIG

writepsf "ligand_only.psf"
writepdb "ligand_only.pdb"

# create psf files
resetpsf
psfcontext reset

cd ..

3

# solvation

foreach cyklodextrin $cyklodextrin_list {
foreach ligand $ligand_list {

foreach i $orientation_list {

cd ${cyklodextrin}_$ligand
puts "solvatation for $cyklodextrin, ligand $ligand and orientation $i"

# solvate complex

solvate "complex_only_$i.psf" "complex_only_$i.pdb" -o "solvate_$i" -s WAT

< -rotate -rotsel { all } -rotinc 10 -x 15 -y 15 -z 15 +x 15 +y 15 +z 15 -b
- 2.4

mol delete top

mol delete top

# solvate complex, reverse orientation
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solvate "complex_only_reverse_$i.psf" "complex_only_reverse_$i.pdb" -o

— '"reverse_solvate_$i" -s WAT -rotate -rotsel { all } -rotinc 10 -x 15 -y 15
— -z 15 +x 15 +y 15 +z 15 -b 2.4

mol delete top

mol delete top

# solvate ligand only

solvate "ligand_only.psf" "ligand_only.pdb" -o "solvate_ligand" -s WAT -rotate
— -rotsel { all } -rotinc 10 -x 15 -y 15 -z 15 +x 15 +y 15 +z 15 -b 2.4

mol delete top

mol delete top

cd ..
j33s

# autotonization, creation of the .fep file and .xzst file
foreach cyklodextrin $cyklodextrin_list {

foreach ligand $ligand_list {

foreach i $orientation_list {

cd ${cyklodextrin}_$ligand
puts "autoionization for $cyklodextrin, ligand $ligand and orientation $i"

# complex ionization

autoionize -psf "solvate_$i.psf" -pdb "solvate_$i.pdb" -sc 0.15 -o
— "ionized_ $i"

set ligand_sel [atomselect top "resname LIG"]

$ligand_sel set beta -1

set all_sel [atomselect top alll

$all_sel writepdb "ionized_$i.fep"

pbc writexst "ionized_$i.xst"

mol delete top

# complex ionization, reverse otentation

autoionize -psf "reverse_solvate_$i.psf" -pdb "reverse_solvate_$i.pdb" -sc
— 0.15 -o "reverse_ionized_$i"

set ligand_sel [atomselect top "resname LIG"]

$ligand_sel set beta -1

set all_sel [atomselect top alll

$all_sel writepdb "reverse_ionized_$i.fep"

pbc writexst "reverse_ionized_$i.xst"

mol delete top

# ligand only iontization

autoionize -psf "solvate_ligand.psf" -pdb "solvate_ligand.pdb" -sc 0.15 -o
— "ionized_ligand"

set ligand_sel [atomselect top "resname LIG"]

$ligand_sel set beta -1

set all_sel [atomselect top alll

$all_sel writepdb "ionized_ligand.fep"

pbc writexst "ionized_ligand.xst"

mol delete top

cd ..

33
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A.3 Konfiguracni soubor programu NAMD

Ukéazkovy konfiguracni soubor, ktery slouzi jako vstup do programu NAMD
ke spusténi alchymistickych MD transformaci kovalentnich inhibitort proteazy
Mpro.

L b
# Free Energy Perturbation for ligand 6
i i i i i g

© W N O s W N
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47
48
49
50
51
52

# MD SETUP

timestep 2.0

# FLEXIBLE CELL

useflexiblecell no

# INPUT

structure ../common/QwikMD.psf
coordinates ../common/QwikMD.pdb
binCoordinates ../common/MD_2.restart.coor
binVelocities ../common/MD_2.restart.vel
extendedSystem ../common/MD_2.restart.xsc

# Force Field Parameters

paraTypeCharmm on

parameters ../common/toppar_water_ions_namd.str
parameters ../common/toppar_all36_carb_glycopeptide.str
parameters ../common/par_all36_lipid.prm
parameters ../common/par_all36_na.prm
parameters ../common/par_all36_prot.prm
parameters ../common/par_all36_carb.prm
parameters ../common/par_all36_cgenff.prm
parameters ../common/ligandl_qwikmd.str
parameters ../common/ligand3_qwikmd.str
parameters ../common/ligand4_qwikmd.str
parameters ../common/ligand5_qwikmd.str
parameters ../common/ligand2_qwikmd.str
parameters ../common/ligand6_qwikmd.str

# OUTPUT

binaryoutput no

outputname forward
outputenergies 2000

outputtiming 2000
outputpressure 2000

dcdfile forward.dcd
dcdfreq 2000

XSTFreq 2000
binaryrestart yes

restartfreq 2000

restartname forward.restart
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110

# PME

PME
PMEGridSpacing

# WRAP WATER FOR OUTPUT
wrapAll
# CONSTANT-T

langevin
langevinTemp
langevinDamping

# CONSTANT-P

LangevinPiston
LangevinPistonTarget
LangevinPistonPeriod
LangevinPistonDecay
LangevinPistonTemp
useGroupPressure

# SPACE PARTITIONING

splitpatch
hgroupcutoff
stepspercycle

# CUT-OFFS

switching
switchdist
cutoff
pairlistdist
limitDist

# RESPA

fullElectFrequency
nonbondedFreq

# 1-4 NON-BONDED

exclude
1-4scaling

# COM
commotion
# SHAKE
rigidbonds

rigidtolerance
rigiditerations

yes

on

on
300.0
1.0

on
1.01325
200
100
300
yes

hydrogen
2.8
10

on
10.0
12.0
14.0
1.3

scaledl1-4
1.0

no

all
0.000001
400
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112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139

# COLVARS SECTION

colvars
colvarsConfig

# FEP PARAMETERS
source

alch
alchType
alchFile
alchCol
alchOutFreq
alchOutFile

alchElecLambdaStart
alchVdwLambdaEnd
alchVdwShiftCoeff
alchdecouple

alchEquilSteps
set numSteps

set dLambda

off
../common/COMCOM. in

../common/fep.tcl

on

FEP
../common/FEP.fep
B

200
forward.fepout

o= O
O O =

2000
10000

0.05

runFEP 0.0 1.0 $dLambda $numSteps
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A.4 Tcl skript vyuzity k analyze trajektorii

Priklad Tcl skriptu, ktery byl vyuzit v programovacim rozhrani programu
VMD pro analyzu trajektorii kovalentnich inhibitor proteazy Mpro. Skript pro-
jde veskeré adresare pro vazané a volné ligandy vzdy pro vsech 1000 trajektorii
a precte vysledné hodnoty prace ze souboru pod nézvem forward.fepout. Tyto
hodnoty jsou nésledné vyuzity k vypoctu volné energie dle Jarzynského rovnosti
a aproximace kumulanty. K vysledkim je také zapoctena korekce na standardni
stav, pro kterou bylo nutné urcit objem, ve kterém se ligand béhem simulace
nachézel. Podobné skripty byly vyuzity v pribéhu celé prace.

#

# CONSTANTS

#

set T 300.0

set k_boltzmann 1.38064852e-23
set NA 6.0221409e+23

set joule_to_kcal 0.000239006
set pi 3.1415926535897931

set R_kcal 0.00198721806

set V_0 1660.0
set treshold_multiplier 2.0

set subdir_num 1000
set upper_bound_length 200

set folder_prefix_list { ligand 1}
set ligand_number_list { 1 2 3456 }
set subdir_list { complex ligand }

foreach prefix $folder_prefix_list {
foreach lig $ligand_number_list {
foreach subdir $subdir_list {

cd ./${prefix}_${lig}/$subdir
puts "Analysis start for the folder ${prefix}_${ligl}/$subdir\n\n"

# initialization
set work_list {}
set work_num O

set results(${prefix}_${lig},$subdir,work_avg) 0.0

set results(${prefix}_${ligl},$subdir,work_sigma) 0.0
set results(${prefix}_${ligl},$subdir,dG_kumulant) 0.0
set results(${prefix}_${lig},$subdir,dG_Jarzynski) 0.0

set results(${prefix}_${lig},$subdir,max_dist_avg) 0.0
set results(${prefix}_${ligl},$subdir,max_dist_sigma) 0.0
set results(${prefix}_${ligl},$subdir,V_1) 0.0

set results(${prefix}_${lig},$subdir,vol_corr) 0.0

set results(${prefix}_${lig},$subdir,charge_corr) 0.0

set results(${prefix}_${ligl},$subdir,dG_kumulant_corr) 0.0
set results(${prefix}_${ligl},$subdir,dG_Jarzynski_corr) 0.0
set completed_runs(${prefix}_${lig},$subdir) {3}
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47
48 # look through all subdir

49 # check if run successfully finished

50 # read results from the forward.fepout file

51 for {set i 1} { $i <= $subdir num } {incr i} {

52 cd srun$i
53
54 if { [catch {set fepout_file [open forward.fepout rl} error_text] } {
55 puts "Could not find forward.fepout file in
—  ${prefix}_${lig}/$subdir/srun$i"
56 } else {
57 catch {seek $fepout_file -$upper_bound_length end}
58 set data [read -nonewline $fepout_file]
59 set lastline [lindex [split $data "\n"] end]
60 close $fepout_file
61
62 if { [lindex $lastline 0] == "#Free"
63 && [lindex $lastline 8] == 1.0
64 &% [file exists "z_cas"]} {
65 lappend work_list [lindex $lastline 18]
66 set work_num [expr $work_num + 1]
67 lappend completed_runs(${prefix}_${1ligl},$subdir) [expr $il
68 } else {
69 puts "Run inside ${prefix}_${lig}/$subdir/srun$i did not finish
— successfully."
70 }
71 }
72 cd ..
73}
74
75 #
76 # Analyze results
o #

78

79 # work average

8o set work_avg O

81 for {set i 0} {$i < [expr $work_num]l} {incr i} {
82 set work_avg [expr $work_avg + [lindex $work_list $ill
83 F

84 set work_avg [expr $work_avg / $work_num]

85

86 # work standard deviation

g7 set work_dev_sum O

88 set work_sigma O

g9 for {set i 0} {$i < [expr $work_num]} {incr i} {

90 set work_dev_sum [expr $work_dev_sum +

91 ($work_avg - [lindex $work_list $il)

92 * ($work_avg - [lindex $work_list $il) ]

93}

94 set work_sigma [expr sqrt($work_dev_sum/$work_num)]

95

9 #

or #  Kumulant dG

98 #

99 set dG_kumulant [expr $work_avg - $work_sigma * $work_sigma / (2 * $T =
—  $R_kcal)]

100

01 #
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102 #  Jarzynski dG

103 #

104 set exp_work_list {}

105 for {set i 0} {$i < [expr $work_num]} {incr i} {

106 lappend exp_work_list [expr exp(- [lindex $work_list $il/ ($R_kcal * $T))]

o7}

108 set exp_work_avg O

109 for {set i 0} {$i < [expr $work_numl} {incr i} {

110 set exp_work_avg [expr $exp_work_avg + [lindex $exp_work_list $il]

111 }

112 set exp_work_avg [expr $exp_work_avg / $work_num]

113

114 set dG_Jarzynski [expr - $R_kcal * $T * log($exp_work_avg)]

115

116 # update contribution lists

117 puts "avg work: $work_avg +/- $work_sigma, dG_kumulant: $dG_kumulant,
— dG_Jarzynski: $dG_Jarzynski\n\n"

118 set results(${prefix}_${lig},$subdir,work_avg) $work_avg

119 set results(${prefix}_${lig},$subdir,work_sigma) $work_sigma

120 set results(${prefix}_${1ligl},$subdir,dG_kumulant) $dG_kumulant

121 set results(${prefix}_${lig},$subdir,dG_Jarzynski) $dG_Jarzynski

122

123 cd ../..

124

125 }}}

126

127 #

128 # Volume correction for the standard state
120 #

130

131 set folder_prefix_list { 1ligand }

132 set ligand_number_list { 1 2 3 456 }

133 set subdir_list { complex }

134

135 package require pbctools

136

137 foreach prefix $folder_prefix_list {

138 foreach lig $ligand_number_list {

139 foreach subdir $subdir_list {

140

141 cd ./${prefix}_${ligl}/$subdir

142

143 puts "Analysis start for the standard state vol corr inside the folder
—  ${prefix}_${1lig}/$subdir\n\n"

144

145 set max_dist_list {}

146 set max_dist_num O

147

148 for {set i 1} { $i <= $subdir_num } {incr i} {

149 cd srun$i

150

151 # load in trajectory and toplology
152 mol new ../common/QwikMD.psf

153 mol addfile forward.dcd waitfor all
154

155 set subdir_max_dist 0.0

156

157 # selection for ligand and protein
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158 set sel_ligand [atomselect top "resname L1 or resname L2 or resname L3 or
< resname L4 or resname L5 or resname L6"]

159 set sel_protein [atomselect top "protein']

160 set n [molinfo top get numframes]

161

162 # COM initial

163 set sel_ligand_COM_initial [measure center $sel_ligand weight [$sel_ligand
— get mass]]

164 set sel_protein_COM_initial [measure center $sel_protein weight

— [$sel_protein get mass]]
165

166 # loop all frames

167 for {set j 0} {$j < $n } {incr j} {

168 $sel_ligand frame $j

169 $sel_protein frame $j

170

171 set a [lindex [lindex [pbc get -first $j -last $j] 0] 0]

172 set b [lindex [lindex [pbc get -first $j -last $j] 0] 1]

173 set ¢ [lindex [lindex [pbc get -first $j -last $j] 0] 2]

174 set box_dim [list $a $b $c 1

175

176 # COM

177 set sel_ligand_COM [measure center $sel_ligand weight [$sel_ligand get
— mass]]

178 set sel_protein_COM [measure center $sel_protein weight [$sel_protein

<~ get mass]]
179

180 # COM COM distance modified for periodic boundary condition
181 set vec_diff _COM [vecsub

182 [vecsub $sel_ligand_COM $sel_ligand_COM_initiall

183 [vecsub $sel_protein_COM $sel_protein_COM_initiall

184 ]

185 set scaled_rounded_vec_diff_COM [list

186 [expr round([lindex $vec_diff_COM 0]/[lindex $box_dim 0])]
187 [expr round([lindex $vec_diff_COM 1]/[lindex $box_dim 1])]
188 [expr round([lindex $vec_diff_COM 2]/[lindex $box_dim 2])]
189 ]

190 set vec_diff_COM [list

191 [expr [lindex $vec_diff_COM O]

192 - [lindex $scaled_rounded_vec_diff_COM 0]

193 * [lindex $box_dim 0]]

194 [expr [lindex $vec_diff_COM 1]

195 - [lindex $scaled_rounded_vec_diff_COM 1]

196 * [lindex $box_dim 1]]

197 [expr [lindex $vec_diff_COM 2]

198 - [lindex $scaled_rounded_vec_diff_ COM 2]

199 * [lindex $box_dim 2]]

200 ]

201

202 set current_dist [veclength $vec_diff_COM]

203

204 # update tf bigger than previous maxr distance

205 if { $current_dist > $subdir_max_dist } {

206 set subdir_max_dist $current_dist

207 }

208 }

209

210 # append maxz distance from one specific srun into the maz_dist_list
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211 lappend max_dist_list $subdir_max_dist

212 set max_dist_num [expr $max_dist_num + 1]
213

214 mol delete top

215 cd ..

216}

217

218 #

219 #  Analyze distance results

220 #

221

222 # avgerage mazimum distance

223 set max_dist_avg 0.0

224 for {set i 0} {$i < [expr $max_dist_num]} {incr i} {

225 set max_dist_avg [expr $max_dist_avg + [lindex $max_dist_list $il]

226}

227 set max_dist_avg [expr $max_dist_avg / $max_dist_num ]

228

229 # standard deviation for mazimum distance

230 set max_dist_dev_sum 0.0

231 set max_dist_sigma 0.0

232 for {set i 0} {$i < [expr $max_dist_num]} {incr i} {

233 set max_dist_dev_sum [expr $max_dist_dev_sum + ($max_dist_avg - [lindex
— $max_dist_list $i]) * ($max_dist_avg - [lindex $max_dist_list $il)]

234}

235 set max_dist_sigma [expr sqrt($max_dist_dev_sum / $max_dist_num)]

236

237 #
238 # Treshold
239 #

240 set treshold [expr $max_dist_avg + $treshold_multiplier*$max_dist_sigmal
241

242 #

243 # Standard state correction

244 #
245 set V_1 [expr min(4 * $pi * $treshold * $treshold * $treshold / 3, $a * $b *
= $c)]

246 set vol_corr [expr - $R_kcal * $T * log($V_1 / $V_0 )]

247

248 # append results to the contridbution list

249 puts "Maximum distance: $max_dist_avg +/- $max_dist_sigma, vol V1: $V_1, corr:
—  $vol_corr\n\n"

250

251  set results(${prefix}_${1lig},$subdir,max_dist_avg) $max_dist_avg

252 set results(${prefix}_${1lig},$subdir,max_dist_sigma) $max_dist_sigma

253 set results(${prefix}_${lig},$subdir,V_1) $V_1

254 set results(${prefix}_${lig},$subdir,vol_corr) $vol_corr

255

256 cd ../..

257

258 11}
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