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Abstract

Different complementary approaches to the modelling of
molecular structures can be applied. These are first of all
the approaches based on atomic resolution of molecules
and the methods of statistical termodynamics connecting
atomistic approach with the phenomenological methods of
thermodynamics.
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Abstrakt

K pocitacovému modelovani molekularnich struktur a mo-
lekularnich interakci lze pfistupovat riznymi zpusoby,
které se vzajemné dopliuji. Jsou to predevsim postupy
vychazejici z atomového rozliSeni molekul, dale pak
metody statistické termodynamiky, které spojuji atomovy
pfistup s fenomenologickymi metodami termodynamiky.

1. Uvod

Vzijemné rozpoznavani a interakce molekul jsou
pfedmétem zajmu mnoha oborti chemie, jako jsou
naptiklad chemie enzymd, protilatek, 1é¢iv a syntetickych
receptort. V nékolika poslednich desitkach let se v téchto
oblastech uplatnily metody pocitatového modelovani
(computer-aided molecular modelling, CAMM), resp. mo-
lekularni simulace. ZvySeny zajem fady autorti [1, 2] o tyto
metody se setkaval se skepsi jinych odbornikd [3-6],
jejichz odmitavy postoj vyplyval ze slozitosti problému a
omezenych moznosti vypocetni techniky. Ukazalo se, ze
stiedni cesta zalozena na kritickém pfistupu k problematice
a oveéfovani vysledk na zaklad¢ experimentu jsou
vychodiskem z uvedeného dilematu.

V nasledujicich kapitolach si nacrtneme tfi standardni
pristupy uzivané v pocitaovém modelovani. Pfedevsim
jsou to mikroskopické metody vychazejici z popisu mole-
kul v atomovém rozliseni. Na né navazuji metody statis-
tické termodynamiky, jejichz tkolem je simulovat
makroskopické vlastnosti molekularnich systémi na
zaklad¢ mikroskopickych modelt [7]. Statistickd termo-
dynamika tak tvoii most mezi pfistupem mikroskopickym

amakroskopickym, ktery je representovan fenomenologic-
kymi metodami termodynamiky a kinetiky.

Po strance vypocetni se v oblasti modelovani velkych
molekul uplatni piedevS§im postupy zalozené na mole-
kularni mechanice a proto se o nich zminime podrobnéji.
Presnéjsi metody kvantové mechaniky jsou zde aplikovany
spiSe jen na feSeni nékterych specialnich tloh, jako je
vypocet rozlozeni ndbojii na molekularnich fragmentech a
podobné. Pro vlastni modelovani velkych molekul by byly
Casove i metodicky piili§ narocné.

Zajimava je kombinace obou metod, kdy kvantové
mechanickymi postupy fesime ulohy jako jsou tvorba a
zanik kovalentnich vazeb, zatimco ostatni ¢asti problému
jsou feseny metodami molekularni mechaniky [1, 8, 9].

2. Mikroskopicky pristup

Na této urovni hovofime o molekularnim modelovani, kdy
se na zaklad¢ mikroskopickych modeld snazime vysvétlit
strukturu molekul, jejich funkce a interakce [7]. Vobecném
pripadé jsou modely molekul sestavovany z jednotlivych
atomu (metody de novo, anglicky téz from the scrab) [10,
11] nebo molekularnich fragmentd (anglicky fragment-
based methods) [12, 13]. Postupy vychazejici ze znalosti
tiirozmérné struktury alespoil jednoho z partnert (napf.
receptoru) jsou v anglické literatufe oznaCovany jako
structure-based methods®, resp. ,,rational design* [14-17].
Termin homologické modelovani (anglicky téz knowl-
edge-based modelling, comparative modelling) [18-22] je
pouzit v ptipadech kdy je zndma trojrozmérna struktura ho-
mologické slouceniny (napf. bilkoviny), v niz nahradime
jeji cast fragmentem modelované latky, aniz bychom
vyrazné zménili vychozi tiirozmérnou strukturu. Inverzni
modelovani (anglicky téz inverse folding) oznacuje pos-
tup, kdy danou tfirozmérnou strukturu tvofime z primarni
struktury tak, aby jeji prostorovy tvar nebyl narusen [23].
Je to vlastné extrémni ptipad homologického modelovani,
kdy jsou v ptipad¢ proteini nahrazeny vsechny amino-
kyselinové zbytky. Dalsi postupy molekularniho mode-
lovani s atomovym rozliSenim nalezneme napf.
v publikacich [24-28].

2.1 Molekularni mechanika (MM)
Pro tvorbu a hodnoceni jednotlivych modelti s atomovym

rozliSenim se nejéastéji uziva metod zaloZenych na
molekularni mechanice, ktera charakterizuje molekuly
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pomoci potencialni energie (energy-based molecular mod-
elling) [7, 29]. V molekularni mechanice byva potencialni
energie zavedena jako rozvoj funkci vyjadiujicich intra-
molekularni a intermolekuldrni sily Coulombovy, van der
Waalsovy, dipolové, ptipadné dalsi sily, které nezaviseji na
intramolekularnich vazbach. Jsou proto nazyvany poten-
cialy nevazebnymi. Druhou skupinu tvofi tzv. vazebné
potencialy vyjadiujici sily vzniklé v dusledku odchylek
vazebnych parametrii (délky vazeb, valen¢ni uhly, torzni
uhly a pod.) navrzené struktury od tabulkovych hodnot
stanovenych experimentalné (nebo teoreticky) pro podob-
né latky jako je nas model. Tato skupina dil¢ich potenciali,
a tim 1 celkovy potencial uzivany v molekularni mecha-
nice, je veliCina relativni, vztazena k hypotetické stfedni
struktufe jistych representativnich latek [30, 31]. Zde lezi
jedna ze zasadnich potizi molekularni mechaniky: spravna
volba potencidli. Autofi jednotlivych programi [32]
uzivanych v molekularni mechanice se proto snazi, aby
jejich potencidly a konstanty v nich ulozené, byly co
nejobecnéjsi. Tak postupné vznikly zndmé systémy
potencialt CVFF (Consistent Valence Forcefield), CFF91
(second generation, or class I, forcefield), ESFF (Extensi-
ble Systematic Forcefield), AMBER a dalsi, které jsou
sestavovany na zakladé experimentalnich vysledkd, pfti-
padné i kvantové mechaniky.

Molekularni mechanika dovoluje takto navrzeny
model optimalizovat metodami minimalizace potencialni
energie. Obvykle jsou to algoritmy nejvétsiho spadu
(steepest descent) nebo konjugovanych gradienti. Prvy
postup ma veétsi polomér konvergence (tj. dovede
optimalizovat i pocate¢ni model znaéné vzdaleny od
optimalniho), avsak pomalu konverguje v blizkosti hle-
daného minima potencidlni energie. U metody konju-
govanych gradientd je tomu pravé naopak a proto se oba
pfistupy obvykle kombinuji.

Pomoci molekularni mechaniky Ize tedy sestaveny
model dané molekuly (resp. dvojice interagujicich
molekul) charakterizovat potencidlni energii a nasledn¢ ho
optimalizovat.Vysledkem je pravé jediny model. Ve se
déje se zanedbanim kinetické energie, tj. vypocty probihaji
pro teplotu absolutni nuly. V mnoha pfipadech, jako napt. v
konformacni analyze [33, 34], nas vSak zajimaji i dalsi
mozné konformace o nizké potencialni energii, piipadné
model, kterému pfislusi globalni minimum potencialni
energie. K tomu slouzi metody, které prochazeji konfor-
macni prostor a zaznamenavaji jednotlivé konformace (bez
optimalizace) a vytvaieji tak model statistického souboru
vsech moznych konformaci dané molekuly. Zakladnim
pozadavkem je, aby takovéto metody byly ergodicke, tj.
aby postupné prosly cely konformacni prostor. Potom lze
nahradit vypocet casovych stiednich hodnot molekularnich
parametrt stfedovanim pies soubor. Tomuto pozadavku
zajisté vyhovuje systematicky vybér s pevné stanovenym
krokem v konformaénim prostoru. Casova naro¢nost, zej-
ména u vétsSich molekul, uvedeny postup diskvalifikuje.
Davame proto prednost takovym metodam, které upfed-
nostiuji vybér konformaci v oblastech s nizsi potencialni
energii (anglicky biased sampling), tj. s vy$s$i pravdé-
podobnosti vyskytu danou Boltzmannovym faktorem
exp(-E/kT), kde E je potencidlni energie, k je Boltz-

mannova konstanta a 7 je absolutni teplota. V nasledujicim
si v§imneme dvou takovych postupt.

2.2 Molekularni dynamika (MD)

Tato metoda vychdzi z aplikace Newtonovych pohybovych
rovnic klasické mechaniky na mikroskopicky systém.
Pocatecni model je vystaven nahlému (nebo postupnému)
“ohfevu” tak , ze jednotlivym atomim je udélen ndhodny
impuls, pficemz mnozina vSech impulsti ptsobicich na
jednotlivé atomy vyhovuje Maxwellovu rozdéleni energie
odpovidajici zvolené teploté. Zakladni myslenka pouziti
tohoto postupu spociva v predpokladu, ze se atomy
pohybuji v poli konstantni potencidlni energie. To je
ptiblizné splnéno po dobu fadoveé 1 fs. Potom je nutné
potencialni energii systému znovu vypocist vzhledem k
nové geometrii molekuly a umoznit tak, aby systém
postoupil na své trajektorii o dalsi krok. Jde totiz o
deterministicky fetéz udalosti, kdy stav pfedchazejici
jednoznaéné urcuje stav nasledujici. V takto ziskaném
souboru konformaci je mozno vyhledat oblasti s malou
potencialni energii, tj. konformace s velkou pravdé-
podobnosti vyskytu. K tomu ndm slouzi fada analytickych
metod, napi. cCasto uzivand metoda matice stfednich
kvadratickych odchylek (anglicky RMS matrix) [35, 36].
Uvedeny postup hodnoti shodu geometrie kazdé nalezené
konformace se vSemi ostatnimi. Pro N konformaci dosta-
neme tak symetrickou matici velikosti N x N s nulovou
hlavni diagonalou a nizkymi hodnotami pod¢l ni, vzhle-
dem k tomu, Ze dv¢ ¢asové nasledujici konformace jsou si
obvykle blizké. Pokud jista konformace lezi v hlubokém
minimu potencialni energie, pak systém jakoby “krouzi” v
ptislusné potencidlni jamé, dfive nez piekona blizkou
potencialni bariéru a pokracuje na své draze v konfor-
macénim prostoru. To se projevi na korela¢ni matici shlu-
kem nizkych hodnot kolem pfislusného bodu na hlavni
diagonale, ktery pfiblizné representuje konformaci odpo-
vidajici stfedu dané potencidlni jdmy. Mimodiagonalni
“ostrovy” nizkych hodnot nasvéd¢uji tomu, Ze struktura
ma tendenci se vracet do nékterého potencialniho minima
definovaného piislusnym fadkem (resp. sloupcem), na
kterém lezi nas “ostrov”. Tvar korela¢ni matice ovSem
zavisi na zvolené teploté¢ simulace. Nizka teplota neu-
moznuje ¢asté piekonavani potencidlovych bariér, takze
systém setrvava po dlouhou dobu v nékterém lokalnim
minimu a vybér bodl v konformacnim prostoru je velice
omezen. Vysoka teplota simulace naopak “vyhani” systém
z oblasti nizké potencidlni energie a tak Spatn¢ detekuje
hledané konformace. Z téchto divodu se Casto pouzivaji
postupy, kdy se systém pomalu ohfiva aby nedoslo na
pocatku simulace k velkym deformacim geometrie
studované molekuly a posléze se opét pozvolna “chladi”,
aby bylo snadn¢jsi nalézt minima potencidlni energie (tzv.
simulated annealing) [7].

2.3. Metropolisova metoda Monte Carlo (MC)

Jak vyplyva z nazvu Monte Carlo, jde o stochastickou
metodu, jejiz modifikaci publikoval v roce 1953 Metropo-
lis se svymi spolupracovniky [37]. Proces zacina nahod-
nym krokem z pocatecniho bodu A, konformaéniho
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prostoru do nového bodu A;. Pokud zména potencialni
energie AE vypoctena molekularni mechanikou je zaporna,
konformace v bod¢ A; se zaznamena do paméti a bod A,
prijme se za novy pocatek. Nahodny posun se pak opakuje
do bodu A;. Jestlize je naopak AE kladna, potom se porov-
na hodnota Boltzmannova faktoru exp(-AE/kT) s ndhodné
vybranym ¢islem z intervalu 0 az 1. Jestlize je Boltzman-
nlv faktor vétsi nez nalezena hodnota, ptijme se konfor-
mace za novy pocatek a pokracuje se v procesu do bodu A,.
V opacném ptipad¢ se vracime do ptedchazejiciho bodu a
pokus s ndhodnym krokem v konformac¢nim prostoru opa-
kujeme.

Metropolisova metoda MC muze pii dostatecné
vysoké teploté 7" prohledavat i obtizn¢ dostupné oblasti
vysoké potencialni energie. Na druhé strané, zejména pii
nizké teploté, obtizné piekonava vyssi energetické bariéry
a vykazuje tak pseudokonvergenci v mistech lokalnich
minim [38]. Na rozdil od metody MD, kde jsou pohybové
rovnice integrovany numericky a vyzaduji proto maly
casovy krok, Metropolisova metoda MC muze volit i delsi
krok a tim 1 efektivnéji prohledavat konformacni prostor.
Kroky Ize navic nasmérovat pouze do zajimavych oblasti,
coz je v anglictiné oznacovano jako importance sampling
nebo umbrella sampling [39].

3. Statisticka termodynamika

Statisticka termodynamika, jakozto soucast statistické
mechaniky, mé za tkol z vlastnosti velkého vybéru
konformaci molekul s atomovym rozliSenim vysvétlit
makroskopické vlastnosti molekul a jejich interakci.
Hovofime o tzv. po¢itacové simulaci. Pomoci téchto metod
lze naptiklad odvodit statisticka analoga jednotlivych
termodynamickych veli¢in. Zakladni funkei, kterou se
snazime ziskat ze souboru konformaci je tzv. parti¢ni
funkce, ktera v pripadé kanonického souboru (konstantni
pocet Castic N, objem Vi teplota 7) ma tvar
O=>exp(-E,/kT)  [N,V,T]
kde E; je (celkovd) energie i-t¢ molekuly, k je Boltz-
mannova konstanta a 7 je absolutni teplota [40]. Z particni
funkce QO lze pak odvodit analoga termodynamickych
funkeci, jako naptiklad Helmholtzovy energie, pro kterou
plati
F=-kTInQ

Absolutni hodnoty Helmholtzovy energie jsou v§ak naSim
metodam nedostupné [41]. V praxi nas vSak Casto zajima
spiSe zména Helmholtzovy energie pii prechodu mezi
dvéma rovnovaznymi stavy A — B

AF:—lenQ—B

A

kde jsou simula¢ni metody jiz pouzitelné. V piipadé
konstantniho tlaku plati obdobny vyraz i pro Gibbsovu
energii G, ktera je nejcastéji uzivanou funkci pfi popisu
chemickych reakci. Kvalita odhadu volné energie zavisi na
rozsahu a zpusobu vybéru v konformacnim prostoru.

Ukazuje se, ze zde spocivad druhd slabina pocitacové
simulace.

Piipomenme si, ze Gibbsova energie je stavova
funkece, a tutiz jeji zména miize byt pocitana podél libovol-
né reversibilni cesty spojujici pocatecni a konecny stav
systétmu [41]. Uvedena vlastnost vSak jiz neplati pro
jednotlivé slozky Gibbsovy energie, na které je Casto
rozkladana [42-51].

Pro uplnost uvadime nékteré postupy uzivané v oblasti
molekularni simulace, jejichz soucasti jsou metody
molekularni dynamiky nebo Monte Carlo, generujici zak-
ladni soubory molekularnich konformaci. Mezi nejznamé;j-
Simi patii metoda perturbacni (anglicky Free Energy
Perturbation Method, FEP), ktera je rigorosni, ale velice
narotna na vypocetni cas [1, 16, 41, 42, 52-55].
Alternativni postup je tzv. termodynamicka integrace (TI,
anglicky téz Continuous-Coupling Technique) [1, 41, 54].
Tteti, Casto uzivana metoda je metoda pomalého ristu,
kterda za urcitych omezujicich podminek, vyplyva z
minulych dvou metod [1]. Kombinaci FEP a IT vznikla
u¢inna metoda FDTI (Finite Difference Thermodynamic
Integration) [56], ktera je wuzita napi. v programu
DISCOVER fy BIOSYM [32].

Pongkud jinou filosofii pouziva postup znamy pod
anglickym nazvem “Potential of Mean Force”, kdy vypo-
Cet postupuje podél reakéni cesty daného procesu, ¢imz
umoziuje lepsi vybér nez ostatni metody [42, 52, 53]. Z
novéjSich postuptl jmenujme na tomto misté metodu
linearni interakéni energie (LIE) [57, 58] nebo metodu
A-dynamiky [42, 59, 60]. Klasifikace nékterych metod je
uvedena v praci Lee et al [61].

4.  Makroskopicky pristup

Do této skupiny metod patii predevS§im chemicka termo-
dynamika a chemicka kinetika. Obé metody vychazeji z
postulatd odvozenych z experimentli s makroskopickymi
objemy latek bez ptihlédnuti k jejich atomové struktuie.
Fenomenologické velic¢iny, které vystupuji v teoreticky
postulovanych vztazich, jsou pfi pocitacovém modelovani
nahrazeny piislusnymi analogy, odvozenymi metodami

AGy
E + I(1) > E.I(1)
AG; AG,
E +1(2) > E.I2)
AG,

Obrazek 1. Termodynamicky cyklus. Porovnani energie vazby
enzymu E s inhibitorem I(1), resp. I(2). Zmény AG; a AG,
odpovidaji chemickym cestam, zmény AG; a AG4 alchymis-
tickym cestam.
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statistické termodynamiky ze soubort ziskanych simulac-
nimi postupy.

4.1 Chemicka termodynamika

Uvedeny obor zkoumd vyménu energie mezi ustalenymi
stavy soustav a nezajima se o ¢asovy prib¢h zmén mezi
nimi. Zména Gibbsovy energie je vyznamnou mirou
fyzikalnich i chemickych procesi, jako napf. solvatace
latek [52, 62, 63], inhibice enzymt [45, 61, 64, 65], vazby
ligandti na proteiny vcetné receptorti [47, 48, 66-69]. Dale
pak v tlohach tykajicich se interakce enzymu se substratem
[45, 70-73] a interakce protilatky s antigenem [71, 74].
Rovnéz byly publikovany préce tykajici se vlivu mutaci na
energii vazby [75-77], konformaénich zmén [78] nebo
reakci typu Sy2 [79].

Casto se vyuziva tzv. termodynamického cyklu, zalo-
zeného na Hessové druhém termochemickém zakonu [80],
ktery dovoluje volit cestu vypoctu, dostupnou pii mode-
lovani. Jako priklad si uvedeme tilohu, kdy hledame energii
vazby mezi enzymem E a jeho inhibitorem I(1), respektive
chemicky odliSnym inhibitorem 1(2). Lze piedpokladat, ze
vys$si bariera svéd¢i o Gspésngjsi inhibici. Jestlize poca-
teCni stavy i konecné stavy jsou rovnovazné, pak z obr.1
plyne rovnost

AAG =AG, —AG, =AG, —AG,

To znamena, Ze rozdil Gibbsovych energii podél chemic-
kych cest (2 a 1) jeroven rozdilu Gibbsovych energii podél
tzv. alchymistickych cest (4 a 3). O alchymii se zde hovofi
ve spojitosti s transmutaci jednoho chemicky odlisného
inhibitoru v druhy [52]. Tuto transmutaci lze simulovat na
pocitaci napiiklad metodami, které jsme uvedli v predcha-
zejici kapitole a vyhnout se tak vypoctu (¢i experimentu)
podél chemické cesty.

4.2 Chemicka kinetika

V protikladu k termodynamice se chemicka kinetika zaji-
ma piedevsim o Casovy prubéh reakei a vypocet prislus-
nych rychlostnich konstant. Pocitacové modelovani v této
oblasti obvykle vychazi z Eyringovy teorie [81, 82], tzv.
aktivovaného komplexu [31, 72, 83-87], ktery je transitnim
stavem AB" na reakéni cesté od reaktanti A a B k produk-
tim P (obr.2)

— #
A+B  AB" —»P

Prestoze je aktivovany komplex nestabilni, autofi uvedené

teorie s nim pracovali jako se stavem rovnovaznym [88,
89] a dospéli v jednoduchém pripade ke vztahu mezi rych-
lostni konstantou k& doptedné reakce a Gibbsovou aktivacni
energii AG” ve tvaru

k= (kT / h)exp(-AG" / RT)
kde R je plynova konstanta [40, 89-96]. Jestlize se na

reakéni cesté nachazi vice transitnich stavi, pak je uloha
slozitéjsi. Pokud mezi transitnimi stavy jeden co do vysky

A
G AB*

RS

Obrazek 2. Prabéh Gibbsovy energie G podél reakeni
soufadnice RS. Symboly A, B zna&i reaktanty, AB”
aktivovany komplex (transitni stav), P produkt a AG”
aktivacni energii.

energetické bariéry dominuje, pak 1ze ulohu vyrazné
zjednodusit [97].

V tadé¢ piipadu, jako naptiklad u né€kterych enzymatic-
kych reaket, je v blizkosti vrcholu aktivovaného komplexu
lokalni minimum Gibbsovy energie, (hlubsi nez kT), coz
umoziuje tvorbu reaktivniho meziproduktu [31, 71, 88,
98-100] zjistitelného i1 experimentalné [101-103]. Tako-
vymto reaktivnim meziproduktem je u katepsinu B, resp. u
a-chymotrypsinu, acylenzym v tetraedrickém uspotadani,
ktery je vhodnym objektem modelovani struktury v
blizkosti transitniho stavu, a tim i odhadu aktivaéni energie
daného reakéniho kroku. Vysi rychlostni konstanta £ muze
svédcit o vhodnéjsim substratu dané¢ho enzymu.

5. Zavér

Pocitacové modelovani struktur molekul a interakce mole-
kul proslo béhem poslednich dvaceti let rychlym vyvojem.
Rada praci prokazala dobrou shodu mezi teoreticky odvo-
zenymi pocita¢ovymi modely a realitou. Teprve budouc-
nost vSak ukaze, do jaké miry lze nase poznatky o stavbé a
chovani latek formulovat teoreticky na takové irovni, Ze
pocitacové feseni plné€ nahradi chemicky experiment expe-
rimentem pocitaovym. V kazdém piipadé je jiz dnes
jasné, ze pocitacové modelovani méa sva détska léta za
sebou. Jeho nejrozsifengjsi vyuziti pro navrh 1é¢iv v mno-
hém predznamenalo jeho dalsi pouziti a rozvoj.

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant 307/96/K226), Ministerstvem prumyslu a
obchodu Ceské republiky (grant #PP-Z1/24/99) a Minis-
terstvem Skolstvi (projekt LNO0OA032 - Centrum pro
komplexni biomolekuldrni systémy a biomolekuly)
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