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Sazetak

NOVA METODA ANALIZE SIMULACIJA MOLEKULSKE DINAMIKE
TOPLINSKIM KARTAMA

Matej Kozié

Simulacije molekulske dinamike generiraju trajektorije koje opisuju evoluciju sustava kroz
vrijeme. One se analiziraju vizualno (kvalitativno) te statistickim tehnikama (kvantitativno). Medu
najéesce koriStenim analitickim metodama spadaju RMSD, RMSF, i Rgr. Spomenute metode
ogranicene su svojom striktno statistickom prirodom, te ne reprezentiraju konkluzivno tijek simulacije.
Zbog kompleksnosti istrazivanih sustava, robusne, brze i intuitivne metode analize od velikog su
znacaja i istrazivacima koji provode istraZivanja, kao i korisnicima tih rezultata. Jednoznacne i intuitivne
kvantitativne analize pomazu razludivanju vaznih podataka od Suma, umanjuju ljudsku pogresku,
poticu efektivnije prenosenje informacija u svim stadijima istrazivanja i pojednostavljuju komunikaciju
znanstvenih pronalazaka. U sklopu ovog diplomskog rada razvijena je nova metoda analize simulacija
temeljena na prikazivanju trajektorija toplinskim mapama nazvana ,Mape trajektorija“ (engl.
Trajectory Maps). Ovim pristupom nudi se intuitivna vizualizacija cijelog tijeka simulacije, izravna i
konkluzivna usporedba vise setova simulacija, intuitivna i efektivna vizualizacija pomicanja regija
proteina tijekom simulacije, i dr. Metoda je razvijena sa svrhom da nadopunjuje postojece
kvantitativne i kvalitativne analize i s njima se kombinira, Sto ju Cini posebice korisnom.
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Molecular dynamics simulations generate trajectories which depict the system's evolution
through time. The results are analyzed both visually (qualitatively) and statistically (quantitatively).
Among the most common analytical methods are RMSD, RMSF, and Rg,r, which due to their strictly
statistical character inconclusively represent simulation courses. Owing to the complexity of analyzed
systems, robust, fast, and intuitive analysis methods are invaluable to both researchers conducting the
studies and wider audiences using those results. Clear and intuitive quantitative analyses aid in
distinguishing important dana from noise, minimize human error, and facilitate the transfer of
information in all stages of research, simplifying communication of scientific findings. In this master's
thesis a novel method of molecular dynamics simulation analysis was developed, based on
representing trajectories with heatmaps called “Trajectory maps”. This approach offers an intuitive
visualization of the entire simulation course, a direct and conclusive comparison of multiple simulation
sets, an intuitive and an effective visualization of protein region movements during simulation, etc.
The method is designed to complement existing quantitative and qualitative analysis approaches and
to combine with them, making it particularly useful to both experienced and new researchers.
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1. Uvod 1

1. Uvod

U suvremenoj znanosti teorijski i racunalni pristupi neizostavni su i nezamjenjivi dijelovi
znanstvenih istrazivanja. Medu raznim racunalnim metodama koje nalaze svoju primjenu u podrucju
istrazivanja bioloskih sustava (engl. life sciences), posebno se istice molekulska dinamika (MD).
Simulacijama MD dolazi se do uvida vrijednih cijelom spektru znanstvenih disciplina: od fizike i
biofizike, kroz biokemiju i farmaceutiku, do strukturne i molekulske biologije.[1-6] Stoga, nije
iznenadujuée da simulacije MD svoju opseznu uporabu nalaze kako u industriji, tako i u akademiji. Neke
od istaknutih primjena su: pronalazenje novih lijekova u farmaceutskoj industriji [4], istrazivanje i
priprava poboljSanih proteinskih mutanata[5], dobivanje izravnog uvida u bioloSke, biokemijske i

markomolekulske sustave[6] i dr.[1]

Simulacijama MD dobivaju se trajektorije koje opisuju evoluciju sustava kroz vrijeme, a svi uvidi
dolaze upravo iz analize spomenutog. Trajektorije su primarni produkti simulacija koje je potrebno
obraditi i iz njih izdvojiti posebno vrijedne informacije. Primjerice, trajektorije za protein sastavljen od
300 aminokiselina u solvatacijskoj kutiji odgovarajuéih dimenzija tijekom simulacije trajanja od
nekoliko stotina nanosekundi, mogu iznositi i po stotine GB. Od tih stotina GB, moguce je da tek par
MB sadrzi korisne informacije. Od kretanja svih prisutnih molekula vode i svih aminokiselina u svim
vremenskim koracima simulacije, moguce je da pomicanje tek nekoliko aminokiselina u nekom
vremenskom periodu ima izrazit znacaj za razumijevanje zbivanja u sustavu. Iz tog razloga, neophodno
je imati efektivne i robusne metode analize kojima se mogu efikasno i konkluzivno razluditi najbitniji

podatci od manje znacajnih, te podatci od Suma.[1, 2]

Matej Kozi¢ Diplomski rad
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2. Literaturni pregled

2.1. Rac¢unalne metode molekulskog modeliranja

Cilj racunalnih metoda je modelirati molekule i simulirati ponasanje sustava u realisti¢nim
uvjetima. Glavna podjela racunalnih metoda zasniva se na tretiranju elektrona iz ¢ega dalje proizlazi
nacin modeliranja promatranog sustava. Klasi¢na molekulska mehanika (MM) temeljena je na klasi¢noj
(Newtonovoj) mehanici, a kvantno-mehanicke (QM) metode jos se nazivaju i ab initio (lat. "od
pocetka") metode jer ,od pocetka” proizlaze iz fizicko-matematickog modela koji ne koristi empirijske

parametre.[2, 3]

Sustinska razlika ova dva skupa metoda je u na¢inu modeliranja elektrona. Klasi¢na mehanika
elektrone ne tretira eksplicitno, ve¢ su efekti koje elektroni stvaraju u molekuli uracunati implicitno. S
druge strane, kvantno-mehanicke metode zasnivaju se na rjeSavanju pripadne vremenski ovisne
Schrodingerove jednadzbe Sto rezultira opisom ponaSanja promatranog sustava u vremenu. Kako je
Schrodingerova jednadzba analiticki rjeSiva samo za jednocesticne sustave, a opcéenito samo za
odredene iznose energije, za rjeSavanje viSe-elektronskih sustava potrebno je uvesti aproksimacije.
Temeljna aproksimacija je Born-Oppenheimerova aproksimacija koja pretpostavlja da se zbog razlike u
masi elektrona i jezgre njihova gibanja mogu odvojiti. Time se ukupna Schrédingerova jednadzba
razdvaja na dvije medusobno neovisne funkcije: 1) elektronska valna funkcija i Il) jezgrena valna
funkcija. Tako se (uz joS dodatnih aproksimacija) omogucéava aproksimativno rjesavanje

Schrédingerove jednadZbe za viSe-elektronske sustave.[2, 3]

Glavne prednosti QM metoda su $to one konvergiraju u egzaktno rjeSenje (pod uvjetom da su
koristene aproksimacije prihvatljivo malenog utjecaja). Pored toga, velika prednost QM metode (za
razliku od MM) je Sto eksplicitno modeliraju elektronske interakcije. Zbog toga, s QM metodama je
mogude prikazati i istraZivati nastajanje i pucanje kemijskih veza, te druge interakcije elektronskih
oblaka. To ih ¢ini nezamjenjivima u sluc¢ajevima gdje se eksplicitno istrazuju navedene elektronske
interakcije (npr. modeliranje kemijskih reakcija). Nazalost, te prednosti dolaze uz veliku racunalnu
zahtjevnost te ograniCenje s obzirom na veli¢inu sustava. To su glavni nedostaci QM metoda.
Kompleksnost racuna, a samim time i njegovo trajanje, eksponencijalno raste s velicinom sustava. To
QM metode ¢ini neizvedivima za promatranje velikih sustava (kako je slucaj u biokemijskim i biofizickim
primjenama gdje se promatraju npr. proteini solvatirani u vodi). U takvim se slu¢ajevima umjesto QM

pristupa koriste manje precizne metode prihvatljivih duljina trajanja racuna. Kako se simulacijama

Matej Kozi¢ Diplomski rad
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proteina generalno ne promatraju eksplicitne elektronske interakcije, klasiéne metode predstavljaju

prihvatljivo preciznu aproksimaciju takvih sustava.[2, 3]

Uvodenjem dodatnih aproksimacija kroz empirijski odredene parametre smanjuje se
kompleksnost QM racuna, a samim time i njegovo trajanje. Medu najpopularnijim takvim metodama
je teorija funkcionala gustoée (engl. Density Functional Theory, DFT). Metoda DFT zasniva se na
aproksimaciji da svojstva molekula proizlaze iz njihove raspodjele elektronskih oblaka. Na temelju toga
se definira funkcional gustoce (koji je empirijski odreden), sto onda izbjegava najzahtjevniji dio racuna

klasiénih QM metoda.[2, 3]

Kod velikih sustava gdje je poznata lokacija gdje se dogada elektronska interakcija od posebnog
interesa poput pucanja ili nastanka kovalentne veze (npr. aktivno mjesto enzima), koristi se QM/MM
metoda. Ona predstavlja spoj klasi¢ne i kvantne mehanike kroz promatranje samo manjeg djela sustava
od interesa kvantno-mehanickim radunom, a ostatak sustava tretira se klasicho molekulsko-
mehanickim racunom. To pruza prednosti egzaktnijih (ili egzaktnih) racuna u promatranoj regiji (npr. 1
nm oko reakcijskog centra enzima) koji eksplicitno opisuju elektronske interakcije, dok ostatak sustava
(poput solvatacijske kutije i dr.) biva simuliran vremenski efikasnijim pristupom klasi¢cne mehanike.[2,

3]

Dok QM metode promatraju sustav preko valnih funkcija, klasi¢na molekulska mehanika sustav
opisuje (aproksimira) kao sklop kuglica koje predstavljaju atome, povezane oprugama koje
predstavljaju kovalentne veze. Svojstva kuglica i opruga (poput mase, naboja, radijusa, konstante
opruge i dr.) odredena su na temelju eksperimentalnih podataka. Kuglice (atomi) se nalaze u
trodimenzionalnom prostoru i svaka je opisana s tri koordinate, a interakcije izmedu njih opisane su
izrazima klasicne mehanike. Oni ukljucuju potencijal harmonijskog oscilatora (za istezanje kovalentnih
veza ili savijanje valentnih kuteva), Lennard-Jonesov potencijal za opis van der Waalsovih interakcija,
Coulombov potencijal za opis elektrostatskih interakcija, i dr. Svi ti parametri koji opisuju sustav opisani
su poljem sila. Ovaj pristup pogodan je za istrazivanje fizikalnih svojstava kod kojih nije neophodno
eksplicitno uzeti elektrone u obzir, ve¢ je dovoljno samo implicitno. Kroz uvodenje parametara koji u
stvarnosti ovise o elektronima, uzeti su u obzir efekti koje elektroni stvaraju u sustavu. Takvi ukljucuju
konformacije koje sustav (protein, DNA/RNA i dr.) poprima, dostupnost odredenih skupina otapalu

(najcesce vodi), interakcije izmedu molekula u sustavu, i dr.[2, 3]

Zbog velicine sustava i karaktera svojstava koja se istrazuju, simulacije proteina najcesée se

vrie klasichom mehanikom. Konkretno, najkoriStenija metoda je simulacijama molekulske dinamike

Matej Kozi¢ Diplomski rad
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(MD) koja je iskazana kao pouzdana za istraZivanja navedenog tipa. [2, 3] Ista je koriStena u sklopu ovog

istrazivanja za stvaranje sustava koji su onda analizirani mapama trajektorija.

2.1.1. Simulacije molekulske dinamike

Molekulska dinamika (MD) je medu najkoristenijim MM metodama. Metoda MD pociva na
uvodenju kineticke energije u sustav, $to se Cini preko temperature sustava. Svaka ¢estica dobiva vektor
brzine odreden na temelju njene mase, i prema raspodjeli poput Boltzmannove ili dr. Informacije
potrebne za racunanje interakcija u sustavu zapisane su u tzv. polju sila, kojim se ra¢unaju sve sile koje
djeluju na svaku cesticu sustava. Tako se poljem sila racunaju sile koje svaka Cestica osjeca. Preko
rezultantnog gradijenta se racunaju nove koordinate svake Cestice na koje se one ,pomicu”, kao
rezultat sumarnog djelovanija sile u prethodno odredenom vremenskom koraku. Stoga, polje sila je (uz
uvodenje brzina u sustav kroz temperaturu) svojevrsna konceptualna okosnica simulacija molekulske

dinamike.[2, 3]

U sklopu aproksimacije kemijskog sustava Newtonovom mehanikom, poljem sila se modeliraju
vezne i ne-vezne interakcije kao klasi¢ne sile s pripadnim parametrima. Parametri polja sila, koji su
specifi¢ni svakom individualnom polju sila, mogu biti dobiveni eksperimentalno ili kvantno-kemijskim
racunima[7]. Ukupna sila koju Cestica osjec¢a dobiva se kao suma svih sila koje djeluju na €esticu. Stoga,
polje sila treba opisivati sve vezne i ne-vezne interakcije izmedu molekula. One ukljucuju potencijale:
rastezanja kemijskih veza, savijanja veza, torzijskih kutova, elektrostatskih interakcija, i van der Waals
interakcija. Pored toga, razna polja sila mogu imati specifi¢cne doprinose poput mijeSanih doprinosa, m-
7 stacking interakcija i dr. Svaki od tih doprinosa modelira se zasebnom matematickom funkcijom koja
je najbolja aproksimacija za isti, s najmanjom racunalnom zahtjevnosti izracuna. Kao primjer, rastezanje
kemijskih veza moZe se aproksimirati harmonickim oscilatorom, a elektrostatske interakcije modeliraju
se Coulumbovim zakonom. Razlicita polja sila razli¢ito pristupaju modeliranju tih interakcija kako bi bila
specificno prilagodena odredenoj svrsi. Iz tog razloga, potrebno je odabrati polje sila prigodno za
simulirani sustav. Polja sila mogu biti optimizirana za male organske molekule, za tekuéine, za
biokemijske sustave, i dr., s razlikama u rukovanju s parametrima polja sila na nacin da su rezultati
najbolje prilagodeni pripadajucoj svrsi. Neka od najéesée koristenih za istraZivanje biokemijskih
(bioloskih) sustava su CHARMM([8], GROMOS[9], OPLS[10] i AMBER[11]. Polja sile CHARMM i AMBER
optimizirana su za bioloSke makromolekule poput proteina, RNA i DNA. Polja OPLS i GROMOS vise su
prilagodena za manje bioloSke molekule. U simulacijama MD proteina naj¢esée koristena polja su
varijante i ina¢ice CHARMM i/ili AMBER polja sila. Buduci da su polja sila empirijski odredena, s

vremenom se azuriraju i postaju tocnija kako eksperimentalna mjerenja postaju preciznija ili kako se
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provode novi kvantno-mehanicki izracuni. Stoga, polja sila se esto aZzuriraju novim verzijama i prilikom

provodenja istrazivanja vrijedi provjeriti da se koristi recentna inacica.[2, 3]

Svrha simulacija MD je vjerno reprezentirati realni sustav in silico. Da bi to bilo mogude,
potrebno je simulaciju MD uskladiti sa fizickim i kemijski zakonima koji opisuju realne sustave.
Konkretno, sa zakonima statisticke termodinamike i mehanike. Time se definira odnos makroskopskih
i mikroskopskih svojstava sustava. Konkretno, odnos opservabli poput tlaka (p), volumena (V), broja
Cestica (N) i temperature (T) s trodimenzionalnim koordinatama atoma u prostoru s pripadnim
koli¢inama gibanja. Razli¢iti ansambli u kojima se sustav moze nalaziti definiraju se kao viSedimenzijski
prostori koji sadrZe sva mikrostanja dostupna sustavu pri definiranim opservablama N, p, Ti V (koje
predstavljaju mjerive termodinamicke parametre). Tako se dolazi do razliitih makrostanja sustava,
koja se dobivaju fiksiranjem odredenih opservabli. 1zobarno-izotermni NPT ansambl postize se
odrzavanjem konstantnog tlaka i temperature (a obzirom da je sustav zatvoren, konstantna je i brojnost
Cestica N). U NPT ansamblu sustavu se uravnotezuje (ekvilibrira) volumen. Odrzavanjem konstantnog
volumena i temperature sustav biva u kanonskom NVT ansamblu, gdje se uravnotezuje tlak. Ansambli
NPT i NVT najéesée su koristena dva jer odgovaraju uvjetima koji se koriste u eksperimentima. Pored
navedenih, mogudi su i razni drugi ansambli poput velekanonskog uVT gdje je odrZavan konstantnim
kemijski potencijal i dr. Odrzavanje konstantnim (fiksiranje) tih parametara postize se matematickim
algoritmickim barostatom i/ili termostatom koji korigira brzine atoma kako bi mikroskopska slika
sustava odgovarala makroskopskoj slici opservabli. Taj korak (ili viSe njih) sainjava ekvilibraciju sustava.

(2,3]

Stoga, cjelokupno gledano, na pocetku se atomima dodjeli nasumicna brzina na temelju
distribucije poput Boltzmanove, i onda im se racuna nova vrijednost pozicije i brzine na temelju sila
koje osjeca u vremenskom koraku koji je prethodno definiran, s opservablama ansambla definiranima
kako jesu. Time se prvo uravnotezi i uskladi sa stvarnosti odnos brzina i volumena (NPT ansambl), pa

odnos brzina i tlaka (NVT ansambl).[2,3]

S ekvilibriranim sustavom krece se u produkcijsku fazu simulacija MD. U prvom koraku se
raCunaju nove vrijednosti pozicija, brzina i ubrzanja koje su dobivene djelovanjem sila (definiranih
poljem sila) u definiranom vremenskom koraku. Tako se simulira ,, pomak” atoma u djeli¢u vremena
(koje ¢ini jedan vremenski korak). Taj vremenski korak prethodno se definira tako da iznosi manje nego
najbrzi moguci pomak tog sustava (u realnim uvjetima). To najéeSée predstavlja period vibracije C-H
veze, §to iznosi cca. 10 fs. Stoga, da bi vremenski korak bio kraci, obi¢no se uzima kao 1 fs. Sto je

vremenski korak kraci, to je potrebno vise racunalnog vremena za racCunanje simulacije odredene
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duljine trajanja iz oCitog razloga. PoZeljno je imati Sto dulji vremenski korak (bez da se Zrtvuje tocnost
simulacija), kako bi simulacije bile manje vremenski zahtjevne. KoriStenjem posebnih algoritama koji
fiksiraju C-H veze, poput LINCS[12] i dr. algoritama, moguce je koristiti ve¢e vremenske korake, najéesce

oko 2 fs.[2, 3]

Simulirani pomak atoma, koji predstavlja ,kretanje” atoma, provodi se matematickim
algoritmima integracije od kojih su najpopularniji Verletov algoritam, ,/leap-frog” algoritam i sl. Iz
izraCunatih novih brzina i ubrzanja raunaju se nove vrijednosti sila u sustavu, te se primjenjuju
periodicki uvjeti uz korekcije temperature i tlaka (koristeé¢i matematicki termostat i/ili barostat). Zatim
se racunaju opservable, koje se s trajektorijama sustava, zapisuju u datoteku koja je produkt simulacije.
To predstavlja jedan korak, kakav se iterira tijekom vremena trajanja simulacije. Na samom kraju se na
temelju trajektorija i opservabli ustanovi jeli sustav postigao ravnotezu, i ako nije, simulacije se (po
potrebi) produze ili ponove. Ovisno o tipu istraZivanja te velicini i karakteru sustava od interesa, duljine
simulacija MD u danasnjim istraZivanjima iznose od par desetaka nanosekundi do par mikrosekundi.
Pored karaktera sustava i istraZivanja, bitno je uzeti u obzir i racunalne resurse na raspolaganju, koji

(svojom manjkavosti) mogu biti usko grlo.[2, 3]

Sto se ti€e sustava simuliranih s MD, oni su najée$¢e biomakromolekule poput proteina ili
RNA/DNA okruZzena molekulama vode, a sustav je ogranic¢en kutijom periodi¢nih rubnih uvjeta (engl.
Periodic Boundary Conditions box, PBC kutija, slika 1). Njena svojstva su takva da ako Cestica izade iz
jedne stranice (npr. x), identi¢na Cestica ulazi u kutiju kroz suprotnu stranicu (-x) s istim parametrima
vektora brzine i ubrzanja. Kao rezultat, efektivno se simulira beskonacno veliki (periodi¢ni) sustav gdje
se Cestice slobodno gibaju bez uvodenja nerealisti¢nih granica. To ide u korist to¢nosti simulacije u
reprezentaciji realnih sustava. Kutije PBC najcesce su kocke ili pravokutnici, no koriste se i drugi pravilni
i nepravilni poliedri, ovisno o prostornim potrebama proucavanog sustava. Aproksimativno sferno
simetricne molekule ne trebaju poseban tretman, dok molekule s npr. jednom vrlo dugom stranicom
(npr. DNA/RNA molekule, Stapiéasti proteini i sl.) mogu koristiti od kvadarske PBC kutije, ili pak nekog
drugog ezoteri¢nog oblika. Jos jedan razmjerno Cesto koristeni oblik je dodekaedar, a razlog toga je
uSteda racunalne snage jer je potrebno simulirati manje molekula otapala koje bi inace zavrsile u
kutovima kockaste PBC kutije. Prednost dodekaedra moZe biti u usStedi vremena potrebnog za
simulaciju c¢ak i kod aproksimativno sferno simetri¢nih sustava koji bi inace bili simulirani u kockastoj

PBC kutiji.[2, 3]
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Slika 1. Kockasta kutija periodi¢nih rubnih uvjeta.[2]

Sumarno, koraci izvodenja simulacije molekulske dinamike su sljedeci: 1) izgradnja sustava, 1)
minimizacija energije (optimizacija geometrije), lll) ekvilibracija NVT, IV) ekvilibracija NPT i na kraju V)
produkcija simulacije MD. Za pocetak je potrebno izgraditi sustav, Sto ukljucuje koristenje 3D strukture
(makro)molekule od interesa. Inicijalna 3D struktura moZe se dobiti dohvacanjem kristalne ili NMR
strukture molekule s mrezno dostupne baze podataka, medu kojima je naj¢esée koriStena engl. Protein
Dana Bank, PDB, ili izgradnjom racunalnim programima (npr. Alphafold). S obzirom da je u fokusu
diplomskog rada alat za analizu trajektorija simulacija proteinskih sustava, dalje u tekstu uzima se da
se da se za simulaciju MD koristi proteinska struktura. Takvu strukturu cesto je potrebno urediti
modeliranjem nedostajuéih aminokiselina, odredivanjem protonacijskih stanja aminokiselina, te
definiranjem cisteinskih mostova, eventualne glikozilacije i dr., nakon cega se struktura protonira.
Pripremljena 3D struktura proteina okruZuje se molekulama vode i definiraju se periodi¢ni rubni uvjeti.
Navedeno se vrsi racunalnim programima medu kojima su popularni AMBER, CHARMM-GUI,
GROMACS i sl. S pripremljenim sustavom ulazi se u korak minimizacije energije, gdje je cilj metodom
MM spustiti sustav u energetski minimum. To se provodi kako bi se optimizirala geometrija sustava i

otklonile eventualne stericke smetnje stvorene tijekom izgradnje istoga. Minimizirani sustav ekvilibrira
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se u NVT ansamblu, za ¢ime slijedi ekvilibracija u NPT ansamblu. Tek nakon toga pokreée se simulacija
MD, sto se joS naziva i produkcija. Nakon produkcijske faze slijedi analiza, o kojoj ¢e se podrobno

diskutirati u slijede¢em potpoglavlju.[2, 3]

2.1.2. Analize simulacija

Konceptualno, ¢esto je cilj analiza simulacija destilirati veliku koli¢inu informacija sadrzanih u
trajektorijama u samo korisne i bitne uvide o simuliranom sustavu. MoZemo o tome razmisljati na nacin
da se analizom stotine GB informacija prevode u tek par bitova koji sadrze samo informacije relevantne
pitanju na koje se nastojalo odgovoriti simulacijom (npr. set grafova i metrika koji ukazuju koji je od dva
simulirana sustava stabilniji). U pozadini istrazivanja uvijek postoji pitanje Ciji se odgovor traZi, a ovisno

0 njemu biraju se postupci kojima se analiziraju simulacije.

Univerzalan i ¢esto prvi korak u analizi simulacije je kvalitativna analiza vizualizacijom. Ona
ukljuCuje doslovno promatranje centriranog sustava koristeéi neki od vizualizacijskih programa (npr.
VMD [13], Chimera [14] i dr.). ViSe o centriranju sustava biti ¢e reCeno u nastavku ovog poglavlja.
Simulacija je cetverodimenzionalni sustav, gdje se protein s tri prostorne dimenzije mijenja kroz
Cetvrtu, vremensku, dimenziju. Stoga, vizualizacija se vrsi promatranjem ponasanja trodimenzionalnog
sustava kao serije kadrova koji predstavljaju vremensku evoluciju, kao interaktivni film. Na temelju
promatranja i interpretiranja toga, koristeéi vizualizacijske tehnike za izolirati, istaknuti ili drukcije
prikazati odredene dijelove proteina od interesa, istrazivaci donose zakljucke i kontekstualiziraju ih
temeljem kemijske/bioloske/fizicke intuicije i drugih primjenjivih znanja. No, ¢injenica da se vizualnom
analizom ne moZe cjelovito promatrati simulacija ve¢ se gleda kao serija trodimenzionalnih kadrova sa
sobom nosi dva problema: tesko je dobiti ,kompletan pregled” simulacije i tesko je pratiti odnose kroz
vrijeme (npr. ponasanje odredene aminokiseline kroz vrijeme). Oboma problemima donekle se
doskace kreativnim vizualizacijskim tehnikama (npr. prikazivanjem poloZaja odredene aminokiseline u
svim vremenima obojeno bojevnom skalom koja predstavlja lokaciju u vremenu, od crvene boje koja
predstavlja lokaciju na pocetku simulacije do plave boje koja predstavlja lokaciju na kraju simulacije).
No, u takvim slucajevima se pribjegne daljnjim kvantitativnim analizama koriste¢i nekakvu
reprezentaciju kako bi se kvantificirala kvalitativna opservacija. Kao primjer, pomicanje zavojnice u
proteinu lako je vidljivo tijekom vizualizacije, a moze se kvantificirati mjerenjem vremenske ovisnosti
udaljenosti odabrane aminokiseline u zavojnici od neke aminokiseline van zavojnice. Tako se graficki
moze prikazati i kvantificirati promjena odredenog djela strukture proteina, kroz reprezentaciju

medusobnih udaljenosti.
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Svrha vizualne (kvalitativne) analize je usmijeriti istrazivaca koje slijedece kvantitativne
analiticke tehnike treba koristiti i na koji nacin, a svrha rezultata kvalitativne analize (rezultata koji su
opservacije prikazane dvodimenzionalno graficki) je na jasan i razumljiv nacin prezentirati odabrane
opservacije. Stoga, jasno da sve rezultate dobivene kvalitativnom vizualnom analizom treba
kvantificirati, Sto se postiZe prikazivanjem parametara i reprezentacija (kao Sto su npr. medusobne
udaljenosti aminokiselina) grafovima i/ili tablicama i sl. Rezultati kvalitativne analize komplementiraju
rezultate kvantitativne analize: grafike i vizualizacije pruzaju kontekst i intuiciju, a grafovi i tablice
dokazuju i kvantificiraju opservaciju. Simbioza kvalitativne analize i kvantitativne analize neophodna je
za adekvatnu analizu. Komplementarni odnos jasnog i intuitivnog grafa koji kvantificira promjenu koja

je Citko i intuitivno vizualizirana grafikom nezamjenjiv je bez ijednog od ta dva neizostavna djela.

Za kvantifikaciju se koriste matematicki pristupi nerijetko temeljeni u statistici. Najcesée
koriStene tri statisticke matematicke kvantitativne analize (koje su primjenjive u efektivno svim
slucajevima) su: RMSD (engl. Root Mean Square Deviation), RMSF (engl. Root Mean Square
Fluctuation), i Rgyr (engl. Radius of Gyration). Metrik RMSD, korijen srednjeg kvadrata udaljenosti,
reprezentacija je koja daje informaciju o stabilnosti sustava kroz vrijeme simulacije. Matematicki izraz
za racunanje RMSD vrijednosti prikazan je jednadZzbom 1. U jednadzbi N predstavlja broj Cestica po
kojima se sumira, to jest broj aminokiselina u slucaju proteina. Nadalje, ri(t) predstavlja koordinate Ca

ugljikovog atoma aminokiseline i u vremenu t.[2, 15]

N
pRMSP(t) = %Z(Ti(t) — Tirer)? (1)
i=1

Kako je receno, RMSD se koristi kao mjera stabilnosti proteina kroz simulaciju, a
usporedivanjem vise simulacija vidljivo je koja je stabilnija (pod pretpostavkom da su sustavi
usporedivi, npr. simulacije divljeg tipa i rekombinantnog tipa proteina). U nacelu, RMSD se moze
racunati za proizvoljne atome, ili npr. centre masa aminokiselina, no najcesce je raCunat upravo za Ca

ugljikov atom.

Tu vrijedi i napomenuti da je prije vizualne analize potrebno centrirati protein u trajektorijama.
Tijekom simulacije, protein se nasumicno rotira i translatira (giba) kroz kutiju periodickih rubnih uvjeta,
i promatranje toga bilo bi nemoguce. Zato se protein centrira, kako bi se uklonila translacija i rotacija,
i dobio prikaz samo relativnog gibanja unutar proteina. Kao rezultat, protein je stacionarni ,vibrirajuci”

,objekt” u centru kutije ispunjene molekulama vode koja se mice oko njega. Centriranje proteina
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upravo se postize minimizacijom RMSD vrijednosti, i posljedi¢ne promjene koordinata sustava na nacin

da protein uvijek bude fiksiran u centru kutije.

Metrik RMSF, korijen prosjeka kvadriranih vrijednosti fluktuacija, mjera je koli¢ine fluktuacija
individualnih Cestica (u kontekstu proteina, naj¢eS¢e aminokiselinskih ostataka). Izraz kojim se racuna
prikazan je jednadzbom 2, tako da r;predstavlja trodimenzionalne koordinate Cestice i. Iz grafa RMSF
vrijednosti dobiva se informacija o fluktuiranju i fleksibilnosti aminokiselinskih ostataka i regija u

peptidnom lancu.[2]

pRMSE = (1 — (1;))?) (2)

Treca najcesce koristena metrika je radijus vrtnje (ili radijus giracije). Racuna se kako je
prikazano jednadzbom 3, tako da M predstavlja sveukupnu masu proteina sastavljenog od N atoma, s
koordinatama centra mase R. On se takoder koristi kao mjera stabilnosti proteina tijekom simulacije, a
sadrzi i informaciju o eventualnim konformacijskim promjenama koje se ocituju mijenjanjem

kompaktnosti, volumena ili oblika proteina.[2]

Ry = %Zilmi(ri —R)? (3)

Nakon provedene vizualne i osnovne kvantitativne analize (gore opisane metode), opazanja se
potvrde i/ili kvantificiraju dodatnim analizama. One su veéinom specifi¢ne slucaju, i ovise o tome koja
se informacija pokusava ekstrahirati i/ili prenijeti. Kao primjer, ako je cilj kvantificirati promjenu u
proteinu npr. ,,otvaranje” aktivnog mjesta, mjeri se udaljenost odredenih aminokiselina kroz vrijeme
simulacije. To se zatim prikaze graficki, te se kroz porast medusobne udaljenosti odredenih
aminokiselina kvantitativno opiSe odredena promjena konformacije proteina. Razne druge koristene
analize mogu prikazivati promjene povrsinskih naboja, volumen koji odredeni dijelovi proteina

zauzimaju, i dr.

Toplinske mape (toplinske karte) takoder se koriste u analizama, no rjede. Medu najces¢im
uporabama istice se toplinska karta sekundarnih struktura, koja prikazuje koje aminokiseline tvore koje
sekundarne strukture u kojim vremenskim periodima. Nadalje, sli¢no se toplinskim kartama prikazuju
vodikove veze (koja aminokiselina tvori vodikovu vezu u kojem vremenskom periodu), ionski mostovi,

vrijednosti raznih kutova i dr. Nekada je potrebno reprezentirati protein dvodimenzionalno, $to se onda
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radi s tzv. mapom kontakta. IzraCuna se matrica medusobnih udaljenosti svake aminokiseline sa

svakom, i prikaze se toplinskom kartom.

| konacno, metrik RMSD moze se prikazati toplinskom kartom na dva nacina. Prvi je engl.
pairwise RMSD toplinska karta gdje se izracuna RMSD vrijednost proteina u svakom kadru u odnosu na
svaki ostali kadar. Drugim rije¢ima, napravi se matrica RMSD vrijednosti gdje je svaka celija RMSD
vrijednost kadra i od kadra j, za svaku kombinaciju i i j kadrova. Sasvim drugi pristup je prikazivanje
RMSD vrijednosti za svaku individualnu aminokiselinu, u ovisnosti o vremenu. Taj engl. per-residue
RMSD pristup onda prikazuje RMSD vrijednost za svaku aminokiselinu u svakom vremenskom koraku,
Sto predstavlja cjelokupan tijek simulacije prikazan dvodimenzionalno. Zbog otvorene prirode analize
simulacija postoji mnogo raznih metoda specificnih to¢no odredenom slucaju. A postoji i mnogo
,rubnih” metoda koje su (iako vrlo moéne) rjede (ili rijetko) koriStene, izmedu ostalih konkretno per-
residue RMSD pristup. Kao primjer, navedene reference koristile su per-residue RMSD toplinske
karte[16-18]. Njih je moguce generirati koristeéi dodatke (engl. plugins) programa VMD, konkretno
dodatak engl. RMSD Visualizer Tool[19], i engl. Heatmapper[20]. Kako je proces analize otvorenog tipa,
analiza u velikom djelu ovisi 0 znanjima i sposobnostima istrazivaca, te alat koji su njemu dostupni u

obliku vjestina koje ima.

2.2. Simulacije koristene za testiranje novo razvijene metode

2.2.1. Struktura i simulacija TAL efektor protein

Protein TAL biljni je transkripcijski regulator koji se veZe na DNA. Sastavljen je od 1123
aminokiselina koje tvore zavojnice koje se zavijaju u jednu veliku superzavojnicu. Ta superzavojnica se
onda omata oko DNA lanca.[21] Autori rada CATANA: an online modelling environment for proteins and
nucleic acid nanostructures[22] simulirali su dvije varijante sustava TAL-DNA kompleksa. Cilj
istrazivanja bio je predstaviti novi alat CATANA kroz usporedbu simulacija molekulske dinamike
provedenih sa sustavima pripremljenim s CATANA alatom, i sustavima pripremljenim dostupnim
metodama. Jedna varijanta sustava bila je s DNA iz kristalne strukture[21], dok je druga varijanta imala
DNA lanac sastavljen koristec¢i CATANA alat. Autori su pripremili sustave za simulaciju kroz vise koraka,
na standardan nacin. Sustavi su izgradeni, i provedena je minimizacija energije, zatim ekvilibracija u
NVT ansamblu, pa ekvilibracija u NPT ansamblu, nakon kojih slijedi produkcijska faza. U svim

simulacijama koristen je TIP3P eksplicitni modelom molekula vode.
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2.2.1. Struktura i simulacije MntR proteina

Transkripcijski faktor MntR je metalosenzor koji u baketrijama Bacillus subtilis regulira
homeostazu Mn?* iona.[23] lzmedu ostaloga, negativno regulira ekspresiju proteina odgovornih za
unos iona mangana.[24] To je homodimerni protein od 284 aminokiseline, s dva mjesta za vezanje iona
mangana, domenom za dimerizaciju podjedinica, i N-terminalnom domenom za vezanje na DNA.[25,
26] lz literature se zna da aktivacija MntR s ionom mangana(ll) nije popracena velikom
konformacijskom promjenom (koja bi se ocekivala), s RMSD vrijednosti izmedu apo i holo strukture tek

1,65 A. [23, 27].

Autori rada[23] koriStenog u sklopu ovog diplomskog rada nastojali su dublje razumjeti
alostericke efekte vezanja iona mangana na protein MntR koristeéi simulacije MD, kroz promatranje i
usporedbu strukturnih i dinamickih svojstava apo i holo struktura proteina. Sustavi koji su koriSteni u
sklopu ovog rada autori su pripremili pocCevsi od dvije kristalne strukture apo proteina (PDB kodovi:
2HYF, 2HYG [26]) i dvije kristalne strukture holo proteina(PDB kodovi: 2F5F, 2F5C [27]), sveukupno za
Cetiri sustava. Nedostajuc¢i aminokiselinski ostatci su dodani, te su strukture protonirane. Bududéi da ion
mangana nije dio standardne aminokiseline, njegove interakcije su parametrizirane koristeci DFT (engl.
Density Functional Theory) metodu. Za svaku od cCetiri struktura izgraden je jedan zasebni sustav. U
sklopu istoga koriSten je TIP3P model molekula vode, u kubi¢noj kutiji periodi¢nih uvjeta tako da je
minimalna udaljenost proteina od ruba kutije iznosila 20 A, a za postizanje elektroneutralnosti dodani

su ioni natrija.[23]

Sustavi su dalje pripremljeni za simulacije molekulske dinamike kroz vise koraka. U prvom
koraku provedena je minimizacija energije u pet diskretnih ciklusa tijekom kojih su se ogranicavala
gibanja prvo proteina i iona mangana, zatim proteina, mangana i ostalih teskih atoma, i tako do zadnje
ciklusa bez ikakvih ogranicenja gibanja. Nakon toga slijedile su ekvilibracije pri varijacijama
konstantnog tlaka, volumena, i temperature, i na kraju sama produkcijska faza simulacije MD.

Sveukupno trajanje simulacija MD iznosilo je 500 ns.[23]

2.2.3 Peroksidaza hrena

Peroksidaza hrena (engl. Horseradish Peroxidase, HRP) podrobno je proucavani metaloenzim
podrijetlom iz biljke hren. U biljkama, on provodi reakciju oksidacije elektron donora s vodikova
peroksida, pri cemu se molekula peroksida prevodi u dvije molekule vode, uz redukciju dva supstrata

oblika AH (gdje H predstavlja proton, a A predstavlja ostatak molekule na kojoj HRP djeluje). Pored
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karaktera reakcije koju katalizira, enzim HRP posjeduje biotehnoloski atraktivna svojstva koja ukljucuju:
Sest lizina dostupnih za reakcije konjugiranja, lako dostupni terminalni krajevi peptidnog lanca,
monomernost i sl. 1z tog razloga, HRP svoju primjenu nalazi u sklopu mnogih biotehnoloskih uporaba.

Glavne uporabe koje se mogu istaknuti su kao katalizator u organskoj sintezi, kao biosenzor, i dr.[2, 28]

Sami divlji tip enzima HRP (slika 2) je monomer s 308 aminokiselina, Cetiri disulfidna mosta,
dva kationa kalcija, prostetickom skupinom hem (feriprotoprofirin 1X), i devet glikana. Glikani su na
protein spojeni N-glikozilacijom preko asparaginskih boc¢nih ogranaka, a navedeni hem odgovoran je

za reakciju koju HRP katalizira.[2, 28]
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Slika 2. Enzim HRP (struktura PDB oznake 1H5A) [29], prikazan modelom koji istice sekundarne
strukture. Glikani i hem su prikazani Stapi¢astim modelom i obojani po kemijskim elementima. U
centru proteina jasno je vidljiv otvor aktivnog mjesta preko kojega reaktanti stupaju u interakciju s

hemom, i ion Zeljeza (Il) skupine hem prikazan kao narancasta kuglica.

U prirodi, divlji tip HRP enzima je glikoziliran na devet mjesta preko bocnih ogranaka
aminokiseline Asn. Uzorak koji slijedi glikozilacija je Asn-X-Thr/Ser, pri éemu X predstavlja bilo koju
animokiselinu (osim prolina ili aspartata).[28, 30] Glikani stabiliziraju enzim, Sto je pokazano
eksperimentalno. No, pokazano je da glikozilacija nije preduvjet za smatanje enzima. Stoga, istraZivane

su i umjetno neglikozilirane varijante HRP enzima.[2]
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Jedna od takvih varijanti pripremljena enzimskim inZenjerstvom je HRP mutant koji su pripravili
Martell i suradnici[31]. Kako bi pripravili enzim prilagoden uporabi biosenzora za detekciju protein-
protein interakcija, koristili su metodu usmjerene evolucije u kvascu. Produkt toga je Sesterostruki
mutant HRP-a (mHRP). U sklopu mutacija, dolazi do gubitka jednog od glikozilacijskih mjesta, tako da

mHRP ima 8 glikana umjesto 9 u divljeg tipa HRP.[2]

U sklopu istraZzivanja nagradenog rektorovom nagradom godine 2022. proucavana su
strukturna i dinamicka svojstva mHRP enzima.[2] Proucavano je vise varijanti enzima ukljucujudi divlji
glikozilirani, divlji neglikozilirani, rekombinantni glikozilirani, i rekombinantni neglikozilirani. Nadalje,
literaturno je znano da je eksperimentalno utvrdeno da se termic¢ka denaturacija enzima HRP odvija
kroz dva koraka, preko intermedijernog stanja. [2, 32, 33] Kako bi se racunalno istrazilo postojanje
takvog stanja, u sklopu referenciranog rada provedeno je jo$S Sest simulacija pri rastuéim
temperaturama, ukupno osam simulacija. Sustav HRP proteina pri Cetiri rastuée temperature, i sustav

mHRP proteina pri takoder Cetiri rastuc¢e temperature.[2]

Zaizgradnju sustava koriStena je kristalna struktura HRP enzima izozima C1A iz biljke Armoracia
rusticana, PDB koda 1H5A[28]. Kao Sto je navedeno, izgradene su dvije varijante sustava, divlji tip HRP,
i rekombinantni mHRP s uvedenim mutacijama([31]. Sustavi su izgradeni koriste¢i CHARMM-GUI mrezni
posluzitelj [34-36]. U strukturu su uvedena Cetiri cisteinska mosta: Cys11-Cys91, Cys44-Cys49, Cys177-
Cys209 i Cys97-Cys301; glikani: MansGINAc;,; nedostaju¢e aminokiseline C-terminusa: 307 i 308; te u
sluéaju rekombinantnog mHRP mutacije: Leu299Arg, Asn255Asp, Asnl175Ser, Arg93Gly, Pro78Ser, i
Thr21lle.[31] Struktura je protonirana tako da su lizini i arginini pozitivnog naboja, cisteinin neutralni,
glutamati i aspartati negativno nabijeni, a histidini protoniranim na delta dusikovom atomu.
Kovalentna veza izmedu iona Zeljeza (ll) hema i His170 je definirana, te je izgradena PBC kutija
udaljenosti ruba od proteina 20 A. Sustav je solvatiran TIP3P modelom molekula vode, i neutraliziran

ionima klora. Koristeno je CHARMM36m([8] polje sila.[2]

Izgradeni sustavi dalje su pripremljeni za simulaciju molekulske dinamike kroz faze minimzacije
i ekvilibracije. Minimizacija energije je provedena metodom najstrmijeg spusta, s kriterijem
konvergencije kao vrijednost energije od 1000 kJ mol™ nm™.[15] Kako bi simulacije bile provedena pri
rastuéim temperaturama: 300 K (26,85 °C), 318 K (44,85 °C), 333 K ( 59,85 °C) i 353 K (79,85 °C); koje
su odabrane prema literaturnom eksperimentalno odredenom intervalu u kojemu je opaZeno
intermedijarno stanje termickog raspada enzima, sukladno je provedena i ekvilibracija. Za svaku od
osam simulacija (divlji tip i rekombinantni tip enzima pri Cetiri naveden temperature) provedeno je 0,6

ns ekvilibracije u NVT ansamblu. KoriSten je ,leap-frog” integrator s vremenskim korakom od 1 fs.
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Pocetne brzine atoma dodijeljene su sukladno Boltzmannovoj distribuciji za temperaturu od 10 K, uz
otklanjanje translacije centra mase sustava. Prvih 0,5 ns ekvilibracije temperatura je kontinuirano
dizana od 10 K do ciljane temperature, a zadnjih 0,1 ns temperatura je drzana konstantnom, uz
regulaciju s Berndsen algoritmom termostata [37]. Nakon toga slijedila je ekvilibracija u NPT ansamblu,
takoder s , leap-frog” algoritmom integratora, u trajanju od 0,5 ns i vremenskim korakom od 0,1 fs, i
algoritmom termostata Benendsen za temperaturno i Berendset izotropski barostat za tlacno

sprezanje pri tlaku od 1 bar.[2]

Na to je nastavljena produkcijska faza simulacije molekulske dinamike u trajanju od 500 ns s
vremenskim korakom od 2 fs. KoriSten je Nose-Hoover algoritam termostata[38], i Parinello-Rahman
algoritam barostata[39] izotropski pri tlaku od 1 bar. Trajektorije su ispisivane svakih 10 ps, a dalje u
istrazivanju su analizirane s koracima od 1 ns. Vremenski korak od 2 fs postignut je uz koristenje
LINCS[12] algoritma koji ogranicava vibracije veza atoma vodika. Minimizacija, ekvilibracija, i

produkcijska faza MD simulacije provedena je koriste¢ci GROMACS 2020.6 programski paket.[2,15,40]

3. Metode

3.1. Konceptualni razvoj mapa trajektorija

Istrazivaci su trodimenzionalna (3D) bic¢a koja Zive u ¢etverodimenzionalnom (4D) vremenu i
prostoru, i proucavaju cetverodimenzionalni sustav (simulaciju proteina s tri prostorne i jednom
vremenskom dimenzijom). Vizualizacijom simulacije dobiva se tek serija trodimenzionalnih kadrova
evolucije sustava kroz cetvrtu dimenziju, a analizama poput RMSD, RMSF, Rg: i sl. dobije se
dvodimenzionalni prikaz evolucije nekog svojstva kroz tu Cetvrtu dimenziju. Oba pristupa, iako
nezamjenjiva, pate od svojih nedostataka. Vizualizacijom kompleksnih sustava od stotina ili tisuéa
aminokiselina tesko je i vremenski zahtjevno konkluzivno izvuéi bitne uvide te razluciti bioloski ili
fizikalno znacajne pomake u proteinu od onih koji nemaju taj znacaj. To pogotovo vrijedi za rane stadije
istrazivanja. Nadalje, kompleksnost vizualne analize raste s kompleksnosti simuliranog sustava,
duljinom trajanja simulacije i brojem simulacija, te je tesko biti siguran da je konkluzivno ekstrahirana
svaka znacajna informacija i da nije previdena niti jedna. Pored toga, izravno usporedivanje simulacija
vizualnim putem zahtjevno je i nezgrapno, a problemi se jos dodatno amplificiraju u komunikaciji
rezultata vizualnim putem jer su istraZzivaci zbog koristenja 2D prikaza zakinuti za jos jednu dimenziju

(sveukupno dvije, jedna vremenska i jedna prostorna). Na drugu ruku, statisticke metode ogranic¢ene
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su dvodimenzionalnim prikazivanjem samo djeli¢a cjelokupnog 4D tijeka simulacije, Sto ih Cini
nekonkluzvnim i nejednoznaénim. Kao primjer, skok u RMSF grafu moZe oznacavati konformacijsku
promjenu koja se dogodila jednom i rezultirala stabilnim stanjem (npr. kao da je odvijen jedan prst iz
Sake prema van), ili poveéanje u nestabilnosti koja se ocituje pojacanim fluktuacijama (npr. kao da taj
prst pojacano fluktuira u konformaciji Sake). Stoga, idealno bi bilo pronaci prikaz koji ¢e na neki nacin
konkluzivno prikazati sve Cetiri dimenzije, a da je intuitivno za interpretirati dimenzionalno zakinutim

bi¢ima poput ljudi. NaZalost, prikazivanje Cetiri dimenzije nije trivijalno; no postoji rjeSenje.

Cilj je osmisliti reprezentaciju simulacije proteina koja koristi sve ljudima dostupne dimenzije.
Potrebno je 4D x, y, z, t prostor prikazati 3D reprezentacijom novih koordinata, proizvoljno uzete: t, a,
p; koje ée saCuvati maksimalno znacajnih informacija. Stoga, treba pronadi koje su to nove koordinate
t, a, p, i njihov odnos s izvornim koordinatama x, y, z, t. Bududi da se prikazuje cjelokupni tijek
simulacije, sacuvati ¢e se vremenska os t. Sada je potrebno pronadi preostale dvije koordinate.
Istrazivaci su primarno zainteresirani za promjene u strukturi proteina (konformacijske promjene), jer
funkcija proteina proizlazi iz njegovog oblika. Protein, kompleksna trodimenzionalna struktura,
dugacak je polimerni lanac (ili skup vise lanaca) smotan u tri prostorne dimenzije. Ako se aproksimira
da se znacajne konformacijske promjene ocituju u promjeni konformacije okosnice, ta
jednodimenzionalna struktura okosnice prirodna je 1D reprezentacija 3D strukture. Svaka
aminokiselina prostornih koordinata x, y, z ekvivalentno je poloZajno okarakterizirana svojim
jednodimenzionalnim rednim brojem (neka bude: a, od ,aminokiselina®) koji oznacava njezin polozaj
u peptidnom lancu.* Nadalje, promjene u konformaciji ocituju se kao razlicite x, y, z koordinate atoma
za razlicite vrijednosti vremenske koordinate t. Relativni pomak atoma iz referentnog kadra t = treferentan
= t. u kadar t = t,; trodimenzionalni je vektor (Xe: — Xr, Yre1 — ¥r, Zra — 2Z,). Taj pomak moZe se
reprezentirati jednodimenzionalno preko njegove norme, koja ¢e odgovarati Euklidskoj udaljenosti
atoma u poziciji t = t4; od t = t. (jednadZba 4). Time je 3D pomak reprezentiran preko svoje 1D
magnitude (dalje u tekstu samo ,, pomak”, p). Ako se iskoristi prethodno iznesena aproksimacija gdje
se gleda iskljuivo okosnicu proteina, moZe se racdunati pomak centar mase okosnice svake
aminokiseline. Nadalje, definirati ¢e se referentna tocku pomaka kao prvi (pocetni) kadar simulacije t
= 0, te ¢e se svi pomaci racunati u odnosu na t,= 0.** Time se dolazi do konacnog oblika jednadzbe
kojom se racuna pomak p centra mase okosnice aminokiseline a iz vremena t, = 0 u vrijeme t

(jednadzba za Euklidsku udaljenost u prostoru s tri dimenzije):

p(a: t; tref) = J(xa,t - xa,t,-)z + (Ya,t - Ya,tr)z + (Za,t - Za,t:-r)2 (4)

Matej Kozi¢ Diplomski rad



3. Metode 18

JednadZbom 4 pomak se izracuna za svaku aminokiselinu u svakom vremenskom koraku.
Shodno tome, broj pomaka (koji predstavljaju tocke u t, a, p prostoru) iznosi broj aminokiselina
pomnozen s brojem vremenskih koraka (a*t). Na taj nacin, koristenjem svojstva da su proteini uredeni
1D lanci, te prikazivanjem pomaka u 3D prostoru preko njihovih Euklidskih udaljenosti, reprezentiran
je 4D prostor x, y, z, t koordinata kao 3D prostor aminokiselinskog indeksa a i pomaka p, kroz vrijeme

t: t, a, p; jednadzba 5.

=+ N R

;]

(5)

Sada je taj novi prostor reprezentacija potrebno vizualizirati. Prikazati ¢e se magnitudu pomaka
p kao funkciju aminokiselinskog indeksa a, i vremena t. Prikazivanje p(a, t) grafom rezultiralo bi
nezgrapnom 3D povrsinom, ¢ime ne bi bio postignut cilj intuitivhog reprezentiranja simulacije. Umjesto
toga, p(a, t) prikazati ¢e se toplinskom kartom. Os x predstavljati ¢e vrijeme t, os y predstavljati ¢e
aminokiselinski indeks a, a os z predstavljati ¢ée magnitudu pomaka p vizualizirana skalom u boji. Time
se na intuitivan i ¢itak nacin prikazuje vrijeme, lokacija i magnituda svakog pomaka centra mase
okosnice proteina. Pazljivim odabirom novih koordinata, aproksimacija i nacina vizualizacije efektivno
se 2D grafikom*** prikazala vremenska evolucija 3D objekta (Sto odgovara cjelovitom prikazivanju
tijeka 4D simulacije proteina). Uspjesno je reprezentiran 4D objekt s 2D objektom, pri ¢emu su

saCuvane najbitnije informacije.

* Reprezentacijom aminokiseline u prostoru preko njenog rednog broja u potpunosti se gubi
informacija o medusobnim prostornim odnosima te aminokiseline s drugima, no to je nesto lako
vidljivo vizualnom analizom (jer o vremenu ovisi iskljuc¢ivo parametarski, svaki skup (x, y, z, t) moze se
promatrati u fiksnom t). Tu je potrebno ponovo naglasiti da mape trajektorija, kao niti jedna druga

analiza, nisu osmisljene da zamjene vizualnu analizu, veé da ju komplementiraju i nadopune.

** U nacelu, bilo koji kadar moze biti referentna vrijednost, pa tako i npr. prethodni kadar t, =
t — 1 za vremenski korak t. O odabiru referentnog kadra ovise pomaci, a samim time i oblik povrsine
koju oni razapinju (stoga parametarska ovisnost pomaka o referentnom kadru u jednadzbi 4). Ako je
referentni pomak prvi, dobiva se ,staticka” slika evolucije proteina kroz vrijeme, $to je procijenjeno
kao najkorisnija varijanta (neovisno o tome $to pocetna konformacija ne mora biti najstabilnija ili

optimalna, bitno je da je vidljiva lokacija i magnituda svake promjene). Uzimanjem prethodnog kadra
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kao referentne vrijednosti moguce je prikazati ,dinamic¢no” magnitude pomaka, te vidjeti vrijednosti
koje odskacu i mogu prikazivati velike konformacijske promjene. No, o odabiru prethodnog kadra ovisi
i broj koraka u simulaciji, bududéi da Sto je vise vremenskih koraka to su respektivni pomaci sli¢niji (npr.
pomak od 1 nm po 1 ns vremenske rezolucije moZe izgledati kao deset 0,1 nm pomaka u 0,1 ns
vremenskoj rezoluciji, Sto mozZe biti tesko razluciti od Suma nasumicnih fluktuacija). Iz tog razloga, u

sklopu ovog rada mape trajektorija isklju€ivo kao referentni kadar koriste prvi kadar simulacije.

***Toplinske karte reprezentiraju 3D podatke tako da boja (ili intenzitet, ili svjetlina, ili dr.)
stvaraju iluziju koja (vjerno) reprezentira tre¢u dimenziju. No, bududi obitavaju u prostorno dvije

dimenzije (ekran, papir, ploca...) toplinske karte smatraju se 2D objektima.

Kako bi se dobio relativan pomak bez translacije i rotacije proteina, potrebno ga je racunati za
centrirani sustav. Kako je ve¢ navedeno, centriranje sustava vrsi se minimizacijom RMSD vrijednosti
proteina. Kada bi se RMSD vrijednost racunala umjesto za cijeli protein za svaki aminokiselinski ostatak
individualno (ili npr. za okosnicu svake aminokiseline), u prethodno centriranom sustavu (Sto i je
pravilo), tada taj per-residue RMSD upravo odgovara pomaku (kao Sto je definiran jednadzbom 4).
Drugim rijeCima, per-residue RMSD fizikalno predstavlja relativno pomicanje proteina od referentne
vrijednosti, koje se u ovom kontekstu u svrhu intuicije naziva pomak. U svrhu intuicije, jednostavnosti,
izravne korespondencije s fizikalnim procesom koji se opisuje i konceptualno razli¢itog izvoda koji je
vodio do matematicki ekvivalentnog (istog) izraza, dalje u tekstu pricat ée se iskljuivo o ,,pomaku“ kao
$to je definiran jednadZbom 4; no vrijedi imati na umu da je on matematicki ekvivalentan RMSD

vrijednosti individualne aminokiseline (per-residue RMSD).

Pomaci okosnice proteina (relativni samom proteinu) na mapi trajektorija vidljivi su kao
horizontalne pruge na odgovaraju¢em djelu proteinskog lanca i vremena simulacije, s pripadnom
magnitudom. Razmatranjem vremena pocetaka raznih pruga (koje odgovaraju konformacijskim
dogadajima okosnice) moZe pripomoci interpretaciji RMSD grafa na nacin da se razluci koja
individualna promjena uzrokuje koji skok u RMSD grafu. Oblik i tip pruge moZe pripomodi interpretaciji
RMSF grafa na nacin da je moguce razluciti ,nestabilne” pruge koje odgovaraju povecéanju fluktuacija,
od ,,stabilnih” pruga koje svjedoCe promjeni konformacije bez znacajne promjene u fluktuiranju.
Promatranjem vremena pocetaka pruga, mapama trajektorija moguce je zakljuciti o redoslijedu
konformacijskih dogadaja. To izravno doprinosi i olakSava karakterizaciji mehanizma iza

konformacijskih promjena.[1]

Matej Kozi¢ Diplomski rad



3. Metode 20

Prikazivanjem prosjenog pomaka regije proteina (od jedne aminokiseline do cijelih
podjedinica) kao dvodimenzionalni graf moguce je prikazati promjenu regije kroz vrijeme simulacije.
To moZe koristiti kvantificiranju iste, kao dokaz npr. mehanizma, ili sl. Tako dobiveni graf analogan je
gledanju tog djela mape trajektorija kroz y os toplinske karte, tako da je z os toplinske karte (inace

prikazana bojom na toplinskog karti) postala y os novog grafa.[1]

Toplinske karte su matrice Cije su vrijednosti prikazane bojom. Stoga, moguce ih je zbrajati i
oduzimati, te provoditi druge matematicke operacije s njima i njihovim vrijednostima. Vise mapa
trajektorija moze se uprosjeciti, kako bi se dobila mapa trajektorija koja prikazuje prosjecni tijek npr.
triplikata simulacije. Oduzimanjem dvaju mapa trajektorija istiCu se sve njihove razlike, te se razlike u
konformacijskim dogadajima proteinske okosnice jasno i Citko vide u obliku pruga. Prikazom takve
mape razlika divergentnom bojevnom skalom (npr. crveno-bijelo-plavo) ovisno o boji pruge lako je
ocitati jeli promjena konformacije izrazenija u simulacijama s kojima se oduzima, ili simulacijama od
kojih je oduzeto. Drugim rije¢ima, mapom razlika se isticu razlike u promjenama konformacije te
njihovo podrijetlo. Kao primjer, ako se usporeduju dvije varijante simulacija istog sustava, npr.
simulacija A i simulacije B. Oduzimanjem mape trajektorija B od mape trajektorija A dobiva se mapa
razlike (A-B). Pomaci intenzivniji u simulaciji A biti ¢e pozitivnih vrijednosti, dok ¢e pomaci intenzivniji
u B biti negativne vrijednosti. Identi¢ni pomaci pokratiti ¢e se do nule. Shodno tome, divergentna mapa
boje prikazati ée pomake jaCe u A (pozitivne) kao crvene pruge, dok ¢e pomacijaci u B (koji su negativne
vrijednosti) biti plave pruge. Pomaci blizu nule biti ¢e bijeli. Tako se bojom isti¢e i magnituda razlike, te
podrijetlo nje (potjece li pomak iz simulacije A ili simulacije B). Isto vrijedi i za skupove simulacije npr.

triplikati, gdje onda A i B predstavljaju mape prosjeka pripadnih multiplikata. [1, 2]

3.2. Primjena i validacija metode

Kako bi se analizirale simulacije molekulske dinamike novom metodom mapa trajektorija,
Python skripta za provodenje toga je napisana: TrajMap.py (dalje u tekstu, TM.py). Skripta TM.py
napisana je u obliku programa za terminal, koji se pokrene i unose se naredbe (slika 3). Alternativno,
koristenje Bash skripti koje automatiziraju proces unosenja komandi je preporucen, no dalje o tome
nizvodno u tekstu. Skripta TM.py temeljena je na cetiri javho dostupne biblioteke za Python:
Numpy([41], Pandas[42], Matplotlib[43], i MDTraj[44]. Na Linux sustavima njih je moguce instalirati s
pip naredbama. Na Windows operativnim sustavima koriStenje skripte preporuceno je preko
interaktivnog Python editora poput Spyder, od Anaconda distribucije Python programskog jezika. Na
Linux operativnim sustavima skripta se moze koristiti izravno u terminalu, ili kao Sto je preporuceno

preko Bash skripta. KoriStenje preko skripta je preporuceno iz razloga jednostavnosti i brzine, te
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minimizacije ljudskih greSaka tijekom unosa. Dodatno, koristenje preko Bash skripti (koje su vec

napravljene) ne zahtjeva ikakvo poznavanje programskog jezika Python, ili programiranja generalno.[1]

TrajMap.py
Protein MD simulation visualization and analysis

A Python library with premade
Bash scripts for easy usage
through Linux terminal.

FEREINE

Visualize the full course of your
simulation as a heatmap.

Plot shifts of a residue or a | * ]
protein region as a graph. Vs = SN F ST e e

2
1
o

Average shift of helix region

Substract maps to compare
two simulations or simulation
batches.

Accelerate and streamline 2
your workflow.

. ) Fully open source!
Easy and intuitive usagel Use TrajMap.py as a Python

library for full control.
TrajMap py workflow

ro Python knowledge )
ﬁ:r.dzdyll Simply rename e
Bash variables! " .

Install dependencies! with pip, download "‘“'Iml_ [::::
TM_kit from the repository, adjust bash

script parameters, and execute!

Comes with comprehensive documentation : = et
and an easy-to-follow guide! = |

[ Difference map Shift graph Trajectory map

Author: Matej Kozic¢ | Email: mkozic@chem.pmf.hr |Repository: github.com/matkozic/TrajMap |Release: 2023.082

Slika 3. Poster TrajMap.py GitHub repozitorija[45,46], na izvornom engleskom jeziku.[1]

Stavke dostupne s TM.py ukljucuju: 1) izradu mape trajektorija simulacije, ) izradu grafa
pomaka definirane regije simulacije, 1ll) radunanje prosje¢ne mape trajektorija dvije ili tri simulacije i

IV) izradu mape razlika simulacija ili skupova simulacija. [1]

U prvom koraku skripte trajektorije i topologije (datoteke oblika .xtc + .gro, .xtc + .pdb, .nc +
.prmtop, itd.) se obraduju na nacin da se protein centrira, te se eksportiraju trajektorije s korakom
namjestenim da bude izmedu par stotina do tisu¢u kadrova. Kao primjer, ako su sirove trajektorije od
500 ns u obliku 5000 koraka, spremanjem svakog desetog kadra dobivaju se trajektorije od 500 ns u
500 koraka, Sto je velicina prigodnija za mapu trajektorija. U drugom koraku se iz obradenih trajektorija
racunaj pomaci centara masa okosnice aminokiselina, i spremaju u matricu koja se sprema u obliku

.csv (engl. Comma-separated value). Nakon toga, .csv matrica se uditava i iz nje se generira mapa
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trajektorija. Razlog pristupa u vise koraka je $to je izraCun matrice pomaka vremenski najzahtjevniji
korak. Okvirno, za 300 aminokiselina u 500 kadrova simulacije na prosje¢no jakom racunalu moZze se
ocekivati cca. 5 minuta ra¢unanja. Jednom spremljena .csv matrica moze se brzo uditati za izradu mape
trajektorija, Sto je proces koji je potrebno ponoviti da bi se ugodili parametri rezolucija osi i sl.

Shematska reprezentacija algoritma TM.py vidljiva je na slici 4.[1]

TrajMap.py workflow

traj2pdb pdb2csv
— . — Csv

[=]

matrix2shifts

matrix2map shifts2graph matrix2map

Difference map Shift graph Trajectory map

Slika 4. Shematski prikaz rada Pyhton programa TM.py, na izvornom engleskom jeziku. U prvom setu
koraka radi se preprocesuiranje sirovih trajektorija i topologije do poravnate centrirane trajektorije, iz
koje se racuna matrica pomaka i sprema u .csv obliku. Zatim se .csv matrica vizualizira u Zeljenom
obliku. Na strelicama su prikazana imena komandi iz TM.py koje provode pripadne korake. Detaljan

opis dostupan je u dokumentaciji TM.py.[1, 45, 46]

Skripta TM.py dostupna je kao folder TM_kit. U njemu se nalazi glavna skripta TM.py, pred-
napravljene Bash skripte (za predprocesuiranje, vizualizaciju, i dr.), i testni folder. U testnom folderu

nalaze se male testne trajektorije, i skripta za testiranje svih funkcije kako bi se provjerilo da je
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instalacija svih preduvjetnih Python biblioteka uspjeSno provedena. Dostupna je i dokumentacija s
detaljno objasnjenim procesom instalacije preduvjeta, te koriStenja same TM.py skripte i Bash skripta.
Modificiranjem TM.py skripte moguce je mijenjati sve i prilagoditi skriptu u potpunosti vlastitim

potrebama, od veli¢ine osi, fonta, boja, referentnog vremena za izracun pomaka, i dr.[1]

Mape trajektorija skriptom TM.py primijenjene su na sustave simulacija molekulske dinamike
proteina iz literature. Rezultati dobiveni mapama trajektorija usporedeni su s rezultatima dobivenim
uobic¢ajenim metodama koje su koristili istrazivaci u izvornim radovima. Time je koristenje mapa
trajektorija prezentirano na prakti¢nim primjerima, te je pristup validiran usporedbom s postoje¢im i

utemeljenim metodama.
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4. Rezultati

4.1. Analiza simulacija TAL proteina: diferencijacija stabilnosti simuliranih sustava

Simulacija TAL[21] proteinske strukture u kompleksu s DNA dobivena mrezno dostupnim
programom CATANA [22] usporedivana je sa simulacijom TAL proteinske strukture u kompleksu s DNA
koja je izgradena iz kristalne strukture. Za svaku od dvije simulacije napravljena je mapa trajektorija
(slike 5ai 5b). Autori originalnog rada[22] usporedbu su izvrsili RMSD i RMSF analizama, pa su takoder
i one provedene i prikazane pored mapa trajektorija (slike 5¢ i 5d). Usporedbom mapa trajektorija,
prema manjem intenzitetu pruga koje predstavljaju pomake odredene regije, moze se iscitati kako je
TAL protein stabilniji u kompleksu s DNA strukturom dobivenom programom CATANA. Mapa
trajektorija simulacije TAL proteina u kompleksu s DNA uzetom iz kristalne strukture pokazuje znatno
vecéu nestabilnost koja se ocituje jac¢im intenzitetom pruga $to odgovara daljem pomicanju regije od
pocetne strukture. Ova zapaZanja odgovaraju zaklju¢cima dobivenim analizom RMSD i RMSF grafova.
Graf RMISD potvrduju da je struktura pripravljena programom CATANA stabilnija tijekom simulacije, a

graf RMSF takoder to potvrduje i daje informaciju o regijama koje fluktuiraju vise.[1]
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a TrajMap DNA napravljena CATANA alatom - TAL protein b TrajMap DNA iz kristalne strukture - TAL protein
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Slika 5. Analiza simulacija MD proteina TAL u kompleksu s DNA mapama trajektorija (paneli a i b),
usporedena s analizama RMSF i RMSD istih simulacija (paneli ¢ i d). Analize kompleksa TAL-DNA
napravljenog s nativnom DNA koriste¢i program CATANA (panel a, i plave linija na grafovima)
usporeduje se u odnosu na TAL-DNA kompleks s DNA iz kristalne strukture (panel b, i Zute linije na

grafovima).[1]

Usporedbom RMSF grafa i mape trajektorija za simulaciju TAL proteina s kristalnom strukturom
DNA, vidljivo je da skokovi u RMSF grafu odgovaraju intenzivnim prugama i ,,mrljama“ na mapi
trajektorija ( ,,mrlje” na mapi trajektorija mogu se definirati kao odredene povrsine jaceg ili manjeg
intenziteta boje). Graf fluktuacija (RMSF) daje informaciju o jacoj fluktuaciji regija proteina omedenih
aminokiselinama cca. 200 do 400 i cca. 900 do 1000 (jace fluktuacije u slucaju simulacije s kristalnom
strukturom, u odnosu na CATANA strukturu). Iz mapa trajektorija to je takoder vidljivo, uz dodatne
informacije o ponasanju tih regija u vremenu. U simulaciji s kristalnom strukturom DNA, regija cca. 200
do 400 prode kroz odredenu promjenu u konformacije tek u cca. 40-te nanosekundi , Sto traje do cca.
80-te nanosekunde. Ta velika mrlja pra¢ena je malenim smanjenjem pomaka do pozicije u kojoj regija

ostaje do kraja simulacije.[1]

Ove informacije o tijekovima simulacija i karakteru promjena opazenih RMSF i RMSD grafovima
nisu vidljive iz klasi¢nih analiza (poput navedenih RMSD i RMSF). Sumarno, mapama trajektorija

zaklju€uje se da je stabilnija simulacija TAL proteina u kompleksu s CATANA strukturom DNA, u odnosu
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na simulaciju TAL proteina u kompleksu s kristalnom strukturom DNA. Ovaj zakljucak u skladu je sa
zaklju¢cima autora donesenih na temelju klasi¢nih analiza poput RMSD i RMSF. Dodatno, mape
trajektorija otkrivaju magnitude i vremena dogadanja promjena koje se ocituju RMSD i RMSF
grafovima, Sto pomaze u interpretaciji istih. Ovako dobivene informacije o tijeku simulacije mogu
uvelike pomoéi znanstveniku u daljnjim koracima istraZivanja, npr. vizualnoj analizi, jer je sada odmah
jasno koje dijelove i u kojim vremenima je potrebno pozorno pregledati. Mape trajektorija pruzaju
cjeloviti prikaz tijeka simulacije koji daje Siru sliku o usporedbi dvaju simulacije. Stoga, koristenjem
mapa trajektorija na ovom primjeru daje iste zaklju¢ke kao klasicne analize, uz otkrivanje dodatnih

informacija i olakSavanja sljedecih analiza ako bi bile potrebne.[1]

4.2. Analiza simulacija MntR proteina: usporedba strukturne dinamike vise

simulacija

U drugom istraZivanju, Z. J. MatosSevi¢ i suradnici istrazivali su ulogu manganovih iona u
strukturnoj dinamici MntR homodimernog proteina[23]. Mape trajektorija izradene su za sveukupno
Cetiri simulacije tog istraZivanja: dvije holo varijante (u kompleksu s Mn?* ionima, u izvornom ¢lanku
strukture PDB kodova 2F5F i 2F5C)[27] i dvije apo varijante (bez vezanih Mn?*iona, u izvornom ¢lanku
strukture PDB kodova 2HYG i 2HYF)[26]. Da bi se usporedili tijekovi svih simulacija, za pocetak su
napravljene mape prosjeka trajektorija za holo i apo varijantu. Zatim, mapa prosjeka holo varijante je
oduzeta od mape prosjeka apo varijante. Tako je dobivena mapa razlika trajektorija (slika 6a) koja
konkluzivno prikazuje razlike tijekova simulacija apo i holo sustava. Iz tog prikaza, svakoj pruzi moze se
asignirati podrijetlo, apo ili holo sustav. Regije gdje su pomaci jednaki rezultiraju razlikom blizu nuli, Sto
odgovara bijeloj boji mape. Plave regije su negativne, Sto odgovara dijelovima proteina gdje su pomaci
bili izraZeniji su slu¢aju holo sustava (bududi je oduzimano s holo; apo — holo). Crvene, pozitivne, regije

odgovaraju dijelovima proteina gdje su pomaci bili veci u apo sustavu.[1]

Autori izvorne studije istrazivali su regiju proteina koja veze DNA (aminokiseline 30 do 40i 171
do 181, crne strelice na y osi slike 6a) (obje regije odgovaraju istom djelu peptidnog lanca jer se radi o
homodimernom proteinu, samo Sto su dva peptidna lanca numerirana sekvencijalno 1 do 141142 do
282). Prosjecna razlika pomaka regija 30 do 40i 171 do 181 tijekom vremena prikazan je grafom (slika
6b). Prosjecni pomaci spomenutih regija individualnih simulacija prikazani su takoder graficki (slika 6¢

i 6d).[1]
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Slika 6. OpseZna analiza sustava od Cetiri simulacije. Mapama trajektorija set od dvije apo simulacije
usporeden je sa setom od dvije holo simulacije. Mapa razlike (panel a) napravljena je prema shemi
prikazanoj na vrhu slike. a) Crveni, pozitivni, pikseli predstavljaju lokacije gdje su pomaci bili vece
magnitude u apo simulacijama. Plave, negativne, regije predstavljaju lokacije gdje su pomaci bili vece
magnitude u holo simulacijama. Bijele regije su blizu nule i predstavljaju lokacije gdje su pomaci bili
vrlo sliéni i u apo i u holo simulacijama. b) Graf prosjecne vrijednosti pomaka mape razlike
aminokiselinskih ostataka 30 do 40 (zelena linija) i 171 do 181 (ljubicasta linija). Navedene regije
oznacene su na mapi razlike crnim strelicama na y osi. ¢) Graf prosjecnog pomaka regija 30 do 40
individualnih simulacije, dvije apo (crvena i narancasta linija) i dvije holo (plava i modra). d) Graf
prosjecnog pomaka regija 171 do 181 individualnih simulacije, dvije apo (crvena i narancasta linija) i
dvije holo (plava i modra). Na grafovima (b,c, i d) superponiran je pokretni prosjek od 10 kadrova. e)
Regija 30 do 40 za jednu apo (narancasto) i jednu holo (plavo) simulaciju prikazana je kao superpozicija

kadrova svakih 50 ns kroz 500 ns simulacije.[1]
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Individualne pomake dvaju homodimernih regija tih Cetiri simulacije tesko je usporediti i
interpretirati zasebno, te nije odmah jasno da obje homodimerne regije imaju vece pomake u setu apo
simulacije. Mapom razlika tih setova od dvije simulacije moguce je svesti osam grafova pomaka dvaju
homodimernih regija Cetiri simulacije (slike 6¢, 6d) u samo dva grafa razlike pomaka (slika 6b). 1z grafa
pomaka mape razlika jasno je vidljivo da su pomaci dvaju homodimernih regija veéi u setu apo
simulacija. Time je kvantificirana razlika simulacija u tim regijama, i potvrdeno da su regije stabilnije u
holo simulacijama. Stoga, zakljuduje se da su holo forme (s vezanim ionom Mn?*) stabilnije u
navedenim regijama, i imaju manje fluktuacija od apo forme. Ovaj rezultat sukladan je zaklju¢ku autora
originalnog rada[23], te ga dodatno potvrduje i kvantificira. Vizualno, razlika u stabilnosti je vidljiva, no
suptilna (slika 6e). Vidljivo je da apo forma ima ,,neurednije” fluktuacije u odnosu na holo formu, no to
je puno jasnije vidljivo iz grafova razlike (slika 6e). Autori su do ekvivalentnih zakljucaka dosli koristedi
druge metode, ukljucujuc¢i metodu analize glavnih komponenti i razne vizualizacije. U usporedbi s time,
mape trajektorija su dale ekvivalentne rezultate na jednostavniji, te izravniji nacin, koje je jednostavnije
interpretirati. Izravno prikazujuéi pomake regija od interesa odmah je vidljivo da dolazi do promjene

izmedu apo i holo simulacija, te je ona odmabh i kvantificirana.[1]

Nadalje, grafovi pomaka svjedoce i karakteru promjene koja je u pitanju. Iz nestabilnost
grafova pomaka vidljivo je da se u apo slucaju radi o pojacanju fluktuacija, a ne o ,jednokratnoj”
promjeni konformacije. Ovo ne bi bilo zaklju¢ivo samo iz RMSF grafa ili drugih slicnih najéeSce
koriStenih preliminarnih i baziénih metoda analize. U sluéaju , jednokratne” promjene koja rezultira
promjenom pozicije regije proteina ocekivalo bi se dobiti diskretan skok grafa. To ¢e biti pokazano na

primjeru u sljedec¢em potpoglavlju (slika 7b).[1]

4.3. Analiza simulacija peroksidaze hrena: kvantifikacija konformacijskih

promjena

Enzim HRP istrazivan je simulacijama molekulske dinamike, i u jednoj simulaciji vizualnom
analizom je opaZena znacajna konformacijska promjena pomicanja zavojnice aminokiselinskih ostataka
142 do 155. Kako bi se kvantificirala ta konformacijska promjena napravljena je mapa trajektorija te
simulacije (slika 7a). 1z takvog prikaza spomenuta konformacijska promjena vrlo je ocita i lako uocljiva
kao intenzivna pruga na odgovarajucoj lokaciji proteinskog lanca(slika 7a, bijela strelica). Nadalje, za
izravnu kvantifikaciju napravljen je graf prosjeka pomaka regija 142 do 155 (koja odgovara spomenutoj
zavojnici) (slika 7b). Jasno je Citljiva magnituda navedene konformacijske promjene, a iz velikog skoka

pri cca. 200 ns koji rezultira izmijenjenom konformacijom s usporedivom magnitudom fluktuacija jasan
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je i karakter promjene. Drugim rijeCima, radi se o ,jednokratnom” pomaku zavojnice koji rezultira
stabilnom konformacijom, a ne samo o pojacanju (magnitude) fluktuacija. Ovakvu informaciju nije
moguce dobiti iz RMSF grafa kojim nije razlucivo radi li se o povecanju fluktuacija ili ,jednokratnom*

pomaku.[1, 2]
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Slika 7. Analiza simulacije rekombinante varijante peroksidaze hrena tijekom koje je zapazena znacajna
promjena konformacije. a) Mapa trajektorije simulacije na kojoj je bijelom strelicom oznadena pruga
koja odgovara zavojnici 142-155 koja se pomice tijekom simulacije. b) Graf pomaka zavojnice 142-155,
sa superponiranim pokretnim prosjekom od 15 kadrova. Zavojnica 142-155, obojana plavo, prikazana

je prije konformacijske promjene u panelu c i nakon u panelu d.[1,2]

Nadalje, iz mape trajektorija vidljive su pruge u regiji cca. 250, koje su prostorno bliske zavojnici
142-155. U izvornom istraZivanju, postojanje tih suptilnih konformacijskih promjena otkriveno je
upravo koristeé¢i mape trajektorija, i bilo je klju¢no za karakterizaciju mehanizma odgovornog za

pomicanje navedene zavojnice.[1, 2]

Takva promjena uocena je i u drugoj simulaciji mHRP proteina. Da bi se procijenio utjecaj te
konformacijske promjene na Citavu strukture tijekom simulacije, na mapu trajektorija superponiran je
RMSD graf (slika 8). Skok u RMSD grafu koji vremenski odgovara pocetku pruga koja odgovara
pomicanju zavojnice 144-155 potvrduje utjecaj promjene na cjelokupnu stabilnost proteina tijekom

simulacije. Ovaj primjer pokazuje da s RMSD grafom tako superponiranim na mapu trajektorija moguce
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je procijeniti i kvantificirati utjecaj individualnih konformacijskih promjena na sveukupnu stabilnost

proteina kroz vrijeme simulacije.[1]
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Slika 8. Mapa trajektorija mHRP simulacije sa superponiranim RMSD grafom (Co. atoma okosnice

proteina) prikazanim bijelom bojom.[1]

Kako bi se istrazile razlike termickog raspada divljeg i rekombinantnog tipa HRP enzima, dva
seta od Cetiri simulacije (za Cetiri razlicite temperature) analizirano je mapama trajektorija. Za pocetak
je za svaki od dva seta Cetiri simulacije napravljena prosjecna mapa trajektorija (mapa trajektorija u
matricnom obliku svake simulacije se zbroji, i podjeli s brojem zbrojenih simulacija). Zatim je mapa
trajektorija prosjeka cetiri simulacije rekombinantnog mHRP oduzeta od mape trajektorija prosjeka
Cetiri simulacije divljeg HRP, ¢ime je dobivena mapa razlike. Time je sveukupno osam simulacija
prikazano jednim prikazom, koji prikazuje razliku mHRP od HRP kontrolirano za rastuée temperature

(slika 9).[1, 2]

Matej Kozi¢ Diplomski rad



4. Rezultati 31

o Divlji - Rekombinantni
AmanKISE!\.ﬂE -

a) - - L Y e
Thr270-Met284, J, helix [J751 3 8
lle260-Asn268, |, helix b
. - ) RPN vT SR P————————

GIn245-5er252, H, helix 250 ) s . 6
1ys232-Glu238, G, helix [
Leu?218-GIn220,2, strand” . e © e a
Thr199-Leu208, F", helix Sl )
Met181-Leu18d, £, helix L ATy Y .| s vl 2 =<
Lys174-GIn176, 1, strand 375 5 -
Ser160-Leu16s, E', helix 0 x

X E I}
Leutas-Asn2sd, , helic N T ! f L I T Tepes———— £
Leu131-Asn137, D', helix f) 440 1 sEITE e e . 3
Val114-Ser128, A, helix [E23 ] -2 a
Cys97-leu11t, 0. helie E 2 a
Phe77-Alad0, C, helix

75 4
lle32-Cys42, B, helix [
25 -8

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
t/ns

i
Slika 9. Mapa razlika prosjeka cetiri simulacije mHRP i prosjeka Cetiri simulacije HRP pri rastu¢im
temperaturama. Pozitivne, crvene, regije odgovaraju pomacima ve¢im u simulacijama divljeg tipa.
Negativne, plave, regije predstavljaju pomake veée u simulacijama rekombinantnog tipa. Bijele regije
odgovaraju lokacijama gdje su se pomaci slicni u oba skupa simulacija, tj. nema razlike izmedu
simulacija divljeg i rekombinantnog tipa. Na y osi su oznacene lokacije sekundarnih struktura proteina.
Na desnoj strani slike su strukture HRP (sivo) i mHRP (ruZi¢asto) iz jednog kadra pripadnih simulacija,
superponirane jedna na drugu. Modelom cilindra reprezentirane su zavojnice. Na mapi razlika slovima
od a do g su oznacene individualne pruge koje odgovaraju razlikama medu simulacijama. Te iste

lokacije istaknute su na proteinu intenzivno ruZicastom bojom, s pripadnim slovom.[1, 2]

Na takvom prikazu sve razlike u setovima simulacija jasno su vidljive, i lako je asignirati
individualne dogadaje tijekom trajektorija. Pruge reprezentiraju razlike u simulacijama, i ovisno o boji
pripadni dio proteina se vise pomicao ili u setu simulacija s kojim se oduzima, ili u setu simulacija od
kojeg je oduzimano. Negativhe pruge odgovaraju konformacijskim dogadajima intenzivnijim u
simulacijama rekombinantnog tipa, dok pozitivne odgovaraju konformacijskim dogadajima
intenzivnijim u simulacijama divljeg tipa. Znacajne pruge su na slici oznacene slovima, te dalje istrazene
individualno. Na ovaj nacin su se konkluzivno prikazale sve razlike tijekova dva seta od Cetiri simulacija,

za sveukupno osam simulacija prikazanim jednim prikazom.[1,2]
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5. Rasprava

Mape trajektorija omogucavaju: I) elegantno i intuitivno vizualiziranje cijelog tijeka simulacije,
Il) izravno usporedivanje viSe (skupina) simulacija, lll) vizualizaciju ponasanja regije proteina ili jedne
aminokiseline tijekom vremena simulacije, IV) razludivanje karaktera konformacijskih dogadaja
okosnice i V) komplementaciju postojecih metoda analize simulacija poput RMSD i RMSF kroz
olakSavanje interpretacije istih u kontekstu promatrane simulacije. Elegantan i intuitivan nacin kojim
mape trajektorija cjelovito prikazuju tijek simulacije, usporeduju bilo koji broj simulacija, i izravno
vizualiziraju relativne pomake proteinskih regija od velike su koristi istraZzivacima koji se bave

simulacijama MD proteina, te pogotovo pocetnicima s manje iskustva.[1]

lako u literaturi postoje primjeri pristupa usporedivih ovom, konkretno spominjanja i
koristenja per-residue RMSD toplinskih karti sljedecih referenci [16-18], te dodaci (engl. plugins) za
program VMD[19,20] koji izmedu ostalog imaju opcije za stvoriti per-residue RMSD toplinske karte,
autori navode da je sve navedeno u sklopu ovog rada plod originalne ideje razvijene iskljucivo od strane
autora nezavisno za sve navedeno u ovom paragrafu, osim ako specifi¢cno nije navedeno suprotno.
Prema najboljem saznanju autora, u dostupnoj literaturi nema primjera izvodenja i/ili koristenja ovdje
iznesenih koncepata i pristupa na nacin i/ili do mjere predstavljene ovim radom. Autor vjeruju da je
znanje predstavljeno u ovom radu originalan i konkretan doprinos koji se gradi na postojeé¢im

konceptima i matematickim alatima, te ih vodi do rezultata s konkretnom i korisnom interpretacijom

1]

6. Zakljucak

Mape trajektorija, nova metoda analize i vizualizacije simulacija MD proteina, detaljno je
opisana te je njena primjena prezentirana na tri primjera. Mapama trajektorija moguce je elegantno i
intuitivno vizualizirati cijeli tijek simulacije, ¢ime se dobiva konkluzivan i ¢itak dvodimenzionalni

pregled vremenske evolucije proteina tijekom simulacije.

Proces usporedivanja simulacija je pojednostavljen jer je moguce izravno usporediti tijekove
simulacija i istaknuti njihove razlike. Nacin na koji mape trajektorija barataju s viSestrukim varijantama
simulacije moZe znatno olakSati proces analize setova viSe simulacija, sto moZe imati znacajnu

primjenu u podrucju analize simulacija MD. Nadalje, moguénost prikazivanja ponasanja odredene
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aminokiseline ili odredene regije proteina tijekom simulacijskog vremena omogucava komunikaciju
rezultata na nacin koji kvantitativno nadopunjuje Cesto koriStene kvalitativne pristupe vizualnog
prikazivanja. Na primjerima je pokazano da mape trajektorija komplementiraju postojece pristupe
analize. Nadopunjuju vizualnu analizu na nacin da omogucavaju prikaz dogadaja u vremenu i prostoru,
¢ime pomazu identifikaciji bioloski ili fizikalno znacdajnih promjena u strukturi proteina tijekom
simulacije. Dodatno, omogucavaju pregled cijele simulacije jednim prikazom sto ukazuje na vremenske

periode i proteinske regije na koje je potrebno usmjeriti paznju tijekom vizualne analize simulacije.

Mape trajektorija komplementiraju uobicajenim metodama kvantitativne analize, poput
RMSD i RMSF, tako da pomazu interpretaciji rezultata ¢ime olakSavaju proces njihove analize.
Usporedbom RMSD grafova s mapom trajektorija moguce je asignirati skokove u RMSD grafu s
individualnim promjenama u strukturi proteina koje su uzrokovale taj skok. Usporedbom RMSF grafa s
mapom trajektorija moguce je izvuci informacije o karakteru fluktuacije opisane skokom u RMSF grafu.
Konkretno, moZe se razluditi radi li se o ,jednokratnoj” promjeni koja rezultira stabilnim stanjem ili

povecanju nestabilnosti.

Sumarno, mape trajektorija su elegantna i intuitivna vizualizacijska metoda koja efikasno i Citko
omogucava pregled cijelog tijeka simulacije proteina; olaksavajudi i ubrzavajuci analizu i komunikaciju
rezultata. Kao obecéavaju¢a nova metoda, one nadopunjuju postojece pristupe i nude nove alate. Time
unaprjeduju proces prikupljanja uvida i komuniciranja rezultata, Sto ih Cini korisnim poljima prirodnih

znanosti koja se bave simulacijama MD proteina.

Mape trajektorija dostupne su za koristenje preko pripadnog GitHub repozitorija[1,45,46], kao
Python i Bash skripte. Izvorni kod dolazi kao paket koji sadrZi sve potrebno za koriStenje, dokumentaciju
i upute. Stoga, implementacija mape trajektorija u vlastita istraZivanja vrlo je jednostavna i brze, te ne

zahtjeva dublje poznavanje Python ili Bash programskih jezika.
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8. Popis oznaka, kratica i simbola

TM — engl. Trajectory Map, Mapa trajektorija.

MM — Molekulska mehanika, ra¢unalna metoda molekulskog modeliranja temeljena na klasi¢noj
mehanici.

MD — Molekulska dinamika, metoda temeljena na molekulskoj mehanici kojom se provode
simulacije.

QM — Kvantna mehanika.
QM/MM — Metoda gdje se dio sustava modelira QM pristupom, a ostatak s klasicnim MM pristupom.

DFT — engl. Density Functional Theory, Teorija funkcionala gustoée, popularno koristena racunalna
metoda.

p — Tlak, termodinamicki parametar, opservabla.
V — Volumen, termodinamicki parametar, opservabla.

N — Brojnost, broj objekata u promatranom sustavu (atom, molekula, u generalnom smislu bilo sto,
npr. svileni mravojed, komet...), termodinamicki parametar, opservabla.

T — Temperatura, termodinamicki parametar, opservabla.
1 — Kemijski potencijal, termodinamicki parametar, opservabla.

NPT — Termodinamicki ansambl s konstantnim parametrima N, P i T. Jo$ znan kao izotermno-izobarni
ansambl.

NVT — Termodinamicki ansambl s konstantnim parametrima N, Vi T. JoS znan kao kanonski ansambl.

HVT — Termodinamicki ansambl s konstantnim parametrima g, Vi T. Jo$ znan kao velekanonski
ansambl.

VMD - engl. Visualize Molecular Dynamics, ¢esto koristeni program za vizualizaciju simulacija
molekulske dinamike (pogotovo biomakromolekula).

RMSD — engl. Root Mean Squared Deviation, mjera koja daje informaciju o stabilnosti sustava kroz
vrijeme simulacije.

RMSF — engl. Root Mean Squared Fluctuation, mjera je koli¢ine fluktuacija individualnih Cestica.

Rgyr — engl. Radius of gyration, radijus vrtnje, statisticka metrika (izmedu ostalog i) prosje¢nog
volumena makromolekule.

1D — Jedna dimenzija.

2D — Dvije dimenzije.
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3D — Tri dimenzije.

4D — Cetiri dimenzije.

x — Jedna od tri prostorne koordinate s arbitrarnom pripadnom jednoslovhom oznakom.
y — Jedna od tri prostorne koordinate s arbitrarnom pripadnom jednoslovhom oznakom.
z —Jedna od tri prostorne koordinate s arbitrarnom pripadnom jednoslovnom oznakom.

t — (U kontekstu reprezentacije simulacija mapama trajektorija) Vremenski indeks simulacije, redni
broj kadra.

t: — (U kontekstu reprezentacije simulacija mapama trajektorija) Referentno vrijeme kadra pomocu
kojega se odreduju pomaci.

a — (U kontekstu reprezentacije simulacija mapama trajektorija) Aminokiselinski indeks, redni broj
aminokiseline u lancu (pocevsi od N-terminalne aminokiseline, kako je i uobicajeno).

p — (U kontekstu reprezentacije simulacija mapama trajektorija) Pomak, definiran kao Euklidska
udaljenost centra mase aminokiseline u vremenu t od pozicije u vremenu t..

DNA — Deoksiribonukleinska kiselina, molekula bitna za Zivot koja je ¢esta meta proucavanja
racunalnim metodama.

RNA — Ribonukleinska kiselina, molekula bitna za Zivot koja je ¢esta meta proucavanja racunalnim
metodama.

PDB — engl. Protein Data Bank, mrezna baza podataka kristalnih struktura biomakromolekula.

HRP — engl. Horseradish Peroxidase, enzim peroksidaza hrena, dobro istraZivani i biotehnoloski
koristan enzim.

mHRP — Rekombinantna varijanta enzima HRP (posjeduje odredene mutacije).

AH — Proizvoljna oznaka za primjer supstrata enzima peroksidaze hrena koji posjeduje proton
(oznacen s H).

TAL — engl. Transcription activator-like effector, protein s ulogom efektora/aktivatora.

MntR — Transkripcijski faktor moduliran s Mn?* ionima, protein bakterije Bacillus subtilus.

holo — forma proteina s vezanom pomoc¢nom skupinom (ion, molekula, kofaktor...); holo forma
apo — forma proteina bez vezane pomocéne skupine (ion, molekula, kofaktor...); apo forma

Co — Alfa ugljikov atom okosnice aminokiseline.

.xtc — Nastavak imena datoteke koja sadrzi trajektorije simulacije MD.

.gro — Nastavak imena datoteke koja sadrzi topologiju sustava, iz programa GROMACS.
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.pdb — Nastavak imena datoteke koja sadrzi koordinate strukture sustava (npr. protein, solvatirana
molekula...), oblikom sukladan standardu PDB baze podataka.

.nc — Nastavak imena datoteke koja sadrZi trajektorije, iz programa AMBER.
.prmtop — Nastavak imena datoteke koja sadrzi topologiju sustava, iz programa AMBER.

.csv — engl. Comma Separated Values, Cesto koriSteni format spremanja podataka, koristen i u
programu Microsoft Excel.

dr. — Drugo.
sl. — Sli¢no.
tzv. — Takozvano.
npr. — Na primjer.

et al. — latin. et alia, i svi ostali. Nacin navodenja postojanja i referenciranja joS autora publikacije,
pored glavnog spomenutog.

cca. — latin. circa, otprilike.
latin. — Latinski jezik.

engl. — Engleski jezik.

9. Izjava nekoristenja alata umjetne inteligencije

Autor izjavljuje da u sklopu pisanja glavnog djela teksta nije niti na ikoji nacin izravno koristen

ikakav alat umjetne inteligencije poput ali ne isklju¢ivo ChatGPT, Google Bard i dr.
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