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Popi s korigtenih kratica

HRP- divlja peroksidaza hrena

MHRPT rekombinantngreoksidaza hrena

dHRPT neglikozilirana divljapreoksidaza hrena

dmHRPT neglikozilirana rekombinantnpreoksidaza hrena

PCAT engl.Proteinfragment Complementation Assay anal i ti | ka met oda
PPIi proteinprotein interakcije

PDB1 engl.Protein Data Bankbaza podataka proteinskih struktura

MD 1 molekularnadinamika r al unal na met oda

CD1i ciruklarni dokroizam eksperimentalna metoda

QM/MM 1 engl.Quantum Mechanics / Molecular Mechanicsa | unal na met oda
MM T molekularna mehanika r al unal na met oda

DFT- engl.Density Functional Theory r al unal na met oda

PBCi engl.Periodic Boundary Conditiongip uvjeta simulacijske kutije

RMSD- engl. Root Mean Square Deviatiopn st at i sti | ka met oda anal
RMSFi engl.Root Mean Square Fluctuatiopn st at i sti | ka metoda ana
FST engl.First Step

PSi engl.Previous Step

HLH 7 engl.Helix-Loop-Helix, strukturni element proteina

TrajMapi mapa trajektorija, englrajectory Map
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1. Uvod 1

1. Uvod

Detaljno is r a ¢eezimiperoksidaza hrend engl. Horseradish PeroxidaseHRP)
z a h v a Isyojinj karbkieristkam& oj e ga | ine atraktivnim za
poput svojstava reakcije koju katalizirg,e st | i zi na dosttarminalnim za koc

krajevima polipetidnih lanaca lako dostupnim za modifikacg i nal azi emuiur ok u
raznimgranama biotehnologije. Taj enzsastoji sed 308 aminokiselinaghem kofaktorom

koji je kIl jul anNoxiaprimdm hajaa unskiegu metodeknglamentacije

proteinskih fragmenata (endfroteinfragment Complementatiokssay PCA) koja se koristi

za detekciju proteiprotein interakcija (PP}! Metoda se zasniva na sposobnosti enzima
detektoas, u ovom sdbsedmgeinapodijdpdna dvije jedinice koje se konjugiraju

na proteine | iijsat rsaed k it cea dakzcidiqgrekBrgitedije@ enzima

detektora njegova se kat amjdrt?ildkkua naakltei lvun ossvt a knio geen
bittkori gten ,parobdemegtedstav] ja stabilnost en
nezavisne jedinicekao i njegovasposobnost rekonstruiranja u jednu podjedinidu. s | ul aj u
HRP, upravo u svrhu svladavanja navedenih probldnaeatell i suradnici stl2016. godine
metodom wusmjerene evolucije razvil ianogesterc
aktivnosti i stabilnosti u opisanom skidBuTimejei zr all en r eHARR(MBRP)kojn t n i
sepokazacb ol j e pril agolLen opiHRRanSh¢dnodomensHRP jed di v
uspjegno iskorigten z apraenanteiakjal® i ntr acel ul ar n|

U prirodi je HRP posttranslacijski modificiran s devet glik&hée je poznato kako je jedna
od uloga glikozilacije stabilizacija enzima u vodenim otopin&nKada bi se enzim
proizvodio u vel i m ksobzionidanamimena potrgpnuotk amii lon i m
ma g i ner &y glikazitadiju putem posttranslacijs& modifikacije, takavbi HRP bio
neglikoziliran.Po gsteo j ednom od gest Martellovih mutac
(Asn255As), glikozilirani mHRP glikoziliran je na osam mjesta umjesto déveto kod
HRP. Kako bi se dobilaompletnaslika punog opsega utjecaja mutacija, sagledan je i utjecaj

glikozilacije na objevarijante enzimamutiran i divlji tip.

Termi | ki raspad ddRMva lonaka,ipreko internedijernag stanfi.
Njega karakterizira gubitak tercijarne stru
retenciju sekundarnstrukturé®>®- U skl opu ovog i str aigsitvraangean o p

molekularnoj razint al unal ni m mek oldamMmagedagnritadgjaenajega
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1. Uvod 2

Cilj i stragivanja predstavljenog u ovom r a
stabilnost enzima HRARRa | unal ni m mer jedivlatipa mukirant oblik gnzima
HRP uglikoziliranomi neglikoziliranomo b | i k u . U pr amafoku jeedulozii st r a
gli kozilacije na stabilnost i aktivnost enzi
mutacijal!! na stabilnosénzima HRPsfokusomn a t er mi | ku st abil nost.

vrednovani usporedbom s literaturno dostupnim eksperimentalnim podacima.

U prvom djelurada predstavljeni su postbje Il i t er at HRPremzimpgotdoat c i
ukl jul uje nj ego vipodactorglikdzitaaiir literaturti potiatcio atjeaaju n
mutacija tditeraturnipodatco t er mi | kemzmalfa&pdeu | e teprislkad st av |
osnovicak or i gt ene metode simullaci ij @keted® dn@ikdl | s ke ¢
eksperimentalnom djeluptsana jein silicoi zgr adnj a sustava, nal i n
simulacije molekulske dinamike te @pi s ana p o sskripta @aa programaki jezik a
Pythonk o r i ga a&naliau simuliranih sustav&ezultati i diskusija prezentirarsu u
zaj edmiolgdiam| ju te je na temelju njih doneser
i Martellovih mutacija na stabilnostHRP i HRP enzima pr ocesa ter mi | kog

Matej Kogil



2. Literaturni pregled 3

2. Literaturni pregled

2.1. Peroksidaza hrena

Peroksidaza iz hrer(&dlRP, englHorseradish Peroxidagejedetalinoi st r ageni enzi
Svoju primjenu nal azi U mnogim granikemma bi ot

bi osenzor u svrhu |iglenja otpadnih v@da, or

Oplenip®oroksidaze su obitel)] enzima Kkoji S
postoje tri superobitelji (englsuperfamily: bi | j ne peroksi daze, gi vot
katalaze. Givoti nj sk e,akijne pet@sidaze dijdlé ge raltreklase:e n a
peroksidaze prokariotskog podrijetla, peroksidaze fungalnog podrijetla te peroksidaze biljnog
podrijetla.EnzimHRP je peroksidaza biljnog podrijettasedodatno nalazkupu izoenzima:

A, B, C, D, E. Nadaljgyojedineobitelji izoenzima dolaze u svojim varijacijama pa tako postoje

Al, A2iA3,B1,B2iB3C1 i C2 te E1, E2, E3, E4, E5 i
kemijska, fizikaJlana aizl kikmue tui Isle atijekoy cafdmiev gp o p
naize |l ektri | nom g¥ Paroksidaza Hremiksutsriargainjaena u skl op L
peroksidazahrenaz oenzim C1l, Kkoj i e se dalje u radu

2.1.1 StrukturaHRP

EnzimHRP, prikazan slikond, je monomernproteinsastavljen od 308 aminokisedirZza
njegovu aktivnost o d ghem @eripnogopoifiren IXpprekoskojeese i | k a
dogala reakcija .KmatiunomHIRRuHRPastaad ri¢zii rdevet mj
gli kozilacije preko a, plaegtaign in skii ¢ iottakelcghn &@a m@g
koji imaju ulogu strukturnih kofaktorél

Matej Kogil



2. Literaturni pregled 4
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Slika 1. Enzim HRRoboj an radijalno na nalin da je b

proteinaModelom CPKprikazani su svi atomi proteinaem kofaktora i glikania dodatno je
modelom vrpcerikazana okosnica enzimid.sredini enzima vidljiv je otvor aktivhog mjesta

sprostetil kom skupinom hem.

EnzmHRP se moge podijeliti na dimimjesomuw o me n e
kojemsenalazpr o st et i hekmaS poksimpe stmskupine hemn a ¢ eibnjize z o v
hema kovalentno je vezan inaigbIni prstens His170preko epsilonatomadug i fNg. Time
je definirana proksimalna, manja, dometeed i st anl na, v el atanechenme n a . :
nalazi seaktivnomjestou koems e d o g a L, @ gartvera &ngnokjselinérg38, Phe4l

Pral39 te His42l*™ Navedene aminokiselinge o n a ge&go wonori i akceptorprotora u

Matej Kogil



2. Literatuni pregled 5

kemijskim reakcijama t e su esencijalniGr alaa kaktailvnod k
prikazana je na sli@. Asp247 ostvaruje vodikovu vezu s His170, a on s Phe221 ostvaruje

" preklep a j (erglestacking interakcijelong e | (lllgwz ah e mu koor datomar an | €
dugi ka i1z porfirinskog prstena,totessawpplrjoks
koordinacijsko mjestcslobodnos distalne strane na kgjs e  d okgnaijtkareakcija.
Koordinativna veza izmeliomgemjdaaokowvg!l pnsnenpg
[ mo g @ocijppariad ki sel im uvjetima gto moge dove
koordinativnu vezu, h e m tvankderWaalsveinterakcigs uj e v
okolnim bolnim ograncima koje ga dodlazt no st
supstrata i vode u gupl j i notvorakdgitse matezn ggod mj e s t
karboksilnih skupina hema i Arg38lika 1).1%!

His42

Prol39 ||

Slika2.Gr alL a akt iHRmengmalHegmp s b at et i bbkjan jesikompajom.a

212Kataliti HRRR svoj stva

EnzimH R P i vksidgaciju elektron donorawdikova peroksiddH20,) te je ta reakcija
ci kIl i | ksirgkoraké:Hem Bivaoksidirans HO>, stvarase tzv. spoj 1 (engtompound

Matej Kogil
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1) , n a k ostvarésetgvaspos 2(engtompound Pkoji se na kraju viaa u nativni hem
(slika3).!
: A
— N HOOH 2 Nt—= N
A.ﬁga,['f'/ S Flye o
a.u_ N “““““ ; .N/
N
7 \ 7
N
Nativni HRP Spoj |
/“‘.Fe'\" “““““
HO + A" ) N e AH
AH 7 A
Spoj ll
Slika 3. Reakcijski mehanizaitHRP. Slikajepr euzet a i pri@ 1l agolena iz

U prvom koraku jedan kisikov atommzolekuleperoksida tvori spoj $oksiferil (FEY =0)
skupinom i porfirinskim radikalom, uzdvajanje molekuleszode. U drugom koraku spoj 1
oksidira supstras protonompblika AH, tako da dolazi do predaje radikala od porfirinskog
prstena na spoja AH, te predaje protongeatinke AH na porfirinski prsten. Ovime nastaje
sSpoj 2, koji se zatim reducira predajomjedp el ekt rona na drugi supst
jedinka Fe(lll), molekula vode od kisikaksiferila te dva protona od dva AH supstrata.
Molekula wwvdes e ot pugta s hema i time se on vrala
prevolenj e noal dviemblekulevede, akradukciju dva AH supstfita.

2.1.3. Glikozilacija

Glikozilacija, kaon aj u| ewtsaltirjamms | aci j ska modvddg&kmci j
procesnj en utjecaj na strukturu i troawilBbvant br
Lee i suradni¢t? i st r asg utjeamjl Ng | i kana na strukturna i
glikoproteinatemeljem analize dostupnih struktura glikoproteina unB@B baze podataka
proteina (PDB, engl.Protein Data Bank te simulacip molekularne dinamike (MD)

glikoziliranih i neglikoziliranih proteina.Z a k | j udaiglikazilacgausmanjuje dinamiku

Matej Kogil
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proten a , al i ne inducira znal ajne ppokamgnEane u Kk

glikozilacija moge st abnjihbvoaktivmoanjestd>*pr ot ei ne i

Gli kani su naspram HRP volumno velpriskiee i t eg
u enzimute pozitivnout j ehd ut er modi nami | k u? Psema torne, mjg aci j u
iznenalujuie da je eksperimentalno pokazano
vijeka i vele k aeghkoziliranog oblika HRIEtPiov ras ttier ond d i n a
stabilizacije, pri s utjekanm sinaanja enzZmgSediziiomklaa st ab
glikozilacija nije neophodna za pravilno smatanje i aktivnost erZirit smislenoje

i stragivati kako njen gubitak utjele na enzi

Divlji tip enzima HRP glikoziliran je na devet mjesta preko Asn aminokiselina.

Glikozilacija enzima slijedi AstX-Thr/Ser uzorak, gdje X predstavlja bilo koju aminokiselinu

izuzev prolina ili aspartata. Nast r agi vanom HRP gli kozilacije
Asn13, Asn57, Asn158, Asn186, Asn198, Asn214, Asn2é$286*'Sama vel i | i na i
glikana ovisi o vrsti stanicaukojas e HRP si nt et i zi r glikogilacijskal e mu n
mjestabiti glikozilirana niti na svakommjestut r e ba bi t i gli kan jednak
Uobi |l ajeno | e da se HRP i zol 80 & Niglkanab i | j ni
MarnsGIctNAczs razl i | i ti m gr adikezlgciskom mestul’® adakija m N

enzima HRP iz kvasca daje puno homogeniju raspodjelu glikana s osnovngGIMaAC,

glikanom*4

2.1.4.Mutacije

Enzimskoi ngenjper stodmi h enzi ma pev e kiimpsiikor i st i

stabilnosti enzima. Primjegnzimskogi remjerstvaje rekombinantn HRP s | et i r i mu
glikozilacijskih mjesta Asn13Asp, Asrb7Ser, Asr255Asp i AsrR68Asp) koje dovodi do
znalwginer modinami | ke stabilnost i pojalane

Kako bi se dobi o egtziemjhboklkpe dpdatankne@gEiae pr o o |
metodomkomplementacij@roteinskih fragmenata, Martelsuradnicisu metodom usmjerene
evolucije u kvascu priredilig e s t e r nusamt (LeuR99Arg, Asn255Asp, Asnl75Ser,
Arg93Gly, Pro78Ser Thr21lle) koji se iskazao boljors t a b i d¢dmlivjegitipal¥ Posebno
je zanimljiva mutacija Asn255Asp placgskio ona
mjesta(Asn255) pa time mutirani oblikiRP posjeduje osam glikbacijskih mjesta Sve

mutacije prikazane su crvenom bojom na lici

Matej Kogil



2. Literaturni pregled 8

Slika 4. Mjesta Martellovih mutacifdl rekombinantnogHRP enzima drvena boja) | i
Asn255Asp, Ili Asnl75Ser, llil Pro78Ser, IM Thr2llle, Vi Leu299Argi VI 1 Arg93Gly.

215Ter mi | ki raspad HRP

Pralenjem spektra cirkularnog dikroizma (
enzima HRP odvija u dva koraka, preko intermedijernog st&hj®rvi prijelaz nativne
strukture N untermedijarncstanje U' kaakterizirano je promjenom u konformaciji oko hema
odnosno gupljine aktivnog mjesta. Navedeni [
rasponwd 40°C do 50°Cteunjemss e k undarne strukture ostaju s
no dolazi do promjene tercijarnoj strukturi oko herig} Intermedijarncstanje U’ literaturno
je nazvano engpre-moletn globulé® Drugi prijelaz iz U' u U" karakteriziran je kompletnim
gubitkom hema i drugim drastilnim prTgmjenan

prijelaz ofc®lgen je pri 74

Matej Kogil
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22Ral unal ne metode

2.2.1 Molekularno modeliranje

Molekularno modeliranjespojjet eor i j ski h model a I ral unaln
svrhu modeliranja molekul a i isustavimia.rBeavrdg a nj |
dobivenih ralunalnih rezultata dobiva se po\y
sustava s poznatim eksperimentalnim podatci®tnga, e z ul t at i dobiveni
metodama komplementiraju rezultate dobivene eksperimentalnimontta ma na nal i n
koriste kao nadopuna eksperi menitoibmagumj avdnj
eksperi mentalCmil h op@d@annal.i na korigtenja m o
smanjivanje trogkova u r azseb p sbazmapwa phincipui j e k 0V
pokugaja I pogregke. Mol ekul arnim model iran]
struktura, pozicioniranje atoma unutar molekule, reaktivha mjesta, energije interakcije,
raspodjel a el ekt r on sniukipolgi mententi] vibracijsaebfrekvemcije, d i p o |
reaktivnost, kao i osU ad &n asiprejleethvarad i aup Ik € wa
napredcima u koriaguemdinet enenoldegimoigu se kot
eksperimentalnih rezultatBrima na podj el a ralunalni h metoda

model iran sustav od i nt e rnelsaakdemelpnadNevtonosadk o k| a
mehanici, akvantneme h a nadblinkie( | at . "od poletka") met ode
mehanicit®

Kako jeab intiomet oda temel jena na kvantno mehani|
koriste se empirijski odrelLeni parametr. Koj
ovisne Schr°dingerove jednadgbe darenegu. sust a
Prednost metode je gto konvergira u egzaktn
uecaja, te moge opisati interakcije elektron
veza.Schr°dingerova jednadgbargéenepi eznbeser pgai
posjeduj e analiti] ko riegenje s amo za jedn
Schr°dingerova reeldronskd gsbstaye patrabno vjé gueesti Born
Oppenheimerovu aproksimaciju koja pretpostavlja da se gibanjergeag@ma i gibanje
el ektrona koji i h okruguju moge odvojiti. Uv
(masa) jezgara u usporedbi masamae | ekt r ona z n aOppecheimerevia a . B C
aproksimacija omogul ava da kojom penopisujs subtav® di ng

separiramo na dvije neovisne funkcije (elektronsku valnu funkciju i valnu funkciju jezgara).

Matej Kogil
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Nedostatakab initio metoda jer a| un al n a kadas@usgored snnuasjdpreciznim
metodama. K mp| eksnost i t raj anj eosvakol iteracgs bmjkns p o n e n

atoma u simuliranom sustat/§.

Poredab initio metoda postoje i semiempirijske metode koje uvode dodatne aproksimacije
u obliku eksperimentammdobivethpar amet ara kako bi se smanj il
samim time 1 vriyViemeputltajan) metpdal ppateori|j

engl. Density Functional TheorDFT). Ta metoda elektronske oblake opisuje funkcionalom

gustole,i zZbjmegavaij u r a | ukallulamje prisutag wala mitioj e v n i |
metodamaT a kol er , kod sustava koji su prevel i ki
mehani | ki, poput enzi ma i d r u gspdj mdiekusheo g ki h

mehanike ikvantne mehanike (QM/MM) gdje se kvantnom mehanikom simulira mali dio
sustava u kojem se zbiva reakaid interesa (npr. radijus d5 nmoko aktivhog mjesta u

kojemu dolazi doeakcijg, a ostatalsustavase simulira molekulskom mehanikoHf

Simulacijek | a smolekulskemehanike(MM) bazirane su na promatranju sustava kao

sklopa kuglica (koji predstavljaju atome) povezasdprugama (koji predstavljakovalentne

veze) . Pristup klasilnom mol ekul sk misuodgnehani
interesa specifilne 1 ezoteril|lne interakcije
isl . ), nego su od interesa konformacije koj

dostupnost aktivnog mj estian a nda sit usplniolsnta vfoidzei

U skl opu ovog i stragivanj a promatrane su }
gli kozilacije na dostupnost odrelLenih skupi
odreleni h .Bak utpoi na vkoodimuliyanje madekutsieoin dinamilkom (MD)

zbog svoje pouzdanosti i wulest¥alosti korigte

2.2 2. Molekulska dinamika

Kl asilna mol ekul ska melsustavkeaopiguje Ul prostaru kmoz t r i
tri prostorne koordiate za svaki atom|l] svakioda t o ma sewpigatekroz empirijske
parametre koji odgovaraju njegovim svojstvima (radijus, neglgj te(ll) i nt er akci | e
atoma mogu se opisakir oz i zraze temel jene harmoniglogasi | no
potencijah zaistezanjekovalentne vezéi savijanje valentnog kuta teennardJonnesowm ili
Buckinghamovim potencijain za opis van der Waalsovih interakcifgoulombovizraza za

elektrostaske interakcijes|.!

Matej Kogil
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Klasilna molekul ska mehani ka obuhvaia vig:

molekulska dinamika (MD)Temelj molekulske dinamike je temperatura sustava preko koje

se uvodi kinetilka energija zbog kojseojusvaka
masuPomol u polja sila izralunavaju se sile ko,
preko dobivenog gradijenta izralunava nova Kk

pomaknuta u sumarnom smj er ilajeskiutijaan kampjaedlnoo s j el
izvolenje MJerse himug iaglesiiramo gib interakcije unutar sustava.
Razlilita polguaasrtrael prit a @l psaaketo askugsttleaevsat @ o
silaAMBER, GROMOS, OPLS, CHARMM i sPolja silaOPLS i GROMOS optimiziraasu

za male organske molekylea AMBER i CHARMM pr i | ago emiiol ogke
makromolekule, konkretno zaoteing RNA i DNA.[8

Kako bi MD simulacije bile odraz realnih procesa, potrebno ih je uskladiti sa zakonima

sta i stil ke mehani ke i termodinami ke. One def
poput tlakap), temperatur€T), volumengV)i  mn @\jsimikreskopskim stanjima sustava

poput definiranih pozicija atoma i njihovim
kao vigedi menzijski prostor svih mikrostanj a
N, p Ti V. Razlilita makrfasntiamjjas sseestrmaanal in
termodi nami | ki h par ametar a. Odrgavanjem kor
izobarneizotermniNPTansambl , a odr gavanjem konstantnog
se kanonskNVT ansamblTadvaansamblanaj e gslileo r i fprtodgovaraju fizikalnim

uvjetima gdje su konstarittemperatura ifilitakn o pored nji h mogul i su
poput velekanonskog¥Tgdj e j e kemi | sKki p oim iesh Fiksiargeltih o dr ¢ a
opservablii tvmwidikigne telrgnorst atom i /il barost at

mikroskopska slika sustava odgovarala makroskopskim opservabfama.

Jednom kada je sustavr a v n oekwdilifimm), (mo gul e jpeodukcigskom| et i S
fazom simulacie molekulske dia mi k e . At omi ma se pripisuju na
najleglie prema Boltzmanovoj raspodjel i, t e

izralunavaju nove vVviijubdrzastiia. pdoi Aikjree,t amj 2
mat emat i | ki m dakbjig su najpopilamgi, Verletov algoritameap-frogfi
algoritami sl. Vremenski korak tog pomaka definirantggo da mora bitimanfie go naj br ¢
pomak u sustavu. Za to se uziperiodavibracije C-H veze koja iznosi oko 10 ftg je stoga
vremenski koraktijekom simulacijel fs. Uz korigtenje MSIHAKH,ni hl NC

algoritama vibracija €éH s e moge fi ksirati pa se mogu koc

Matej Kogil
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uglavhom oko 2fs Gt o | e nskikorgkpowvr emeo j e vi ge komput
za postizanje simulacije bidmetiehlorakthiednprh ne, p

kada su izralunat. novi patoma g austayuizttama seove b
izralunavajnam dielmel ja 8pih pomil|lu svi at omi
periodilkih wuvjeta te korigiranje temperatu
potrebi. Na kraju se i zr al ustmjekiojijamasvimnateamav abl e

zat a ] kor ak. To salinj atvtekom sendlacpe.Obot ak HKHaj j i
simulacipt r aj u od par nanosekundi do jedne mikro:
ralunal nim resur si mareko opservabl mapisadmtrajektorpama a g a n |

ustvrdisejd i sustav postigao ravnotegu, H9e se po

Sustav koji se simulira MD metodom najl eg
okrugenu mol ekul ama ot apal a ngl Peiadit Bqundaryper i od
Conditiong (slika5) . Njene preddefinirane gr amniade su t
jedne stranice, npk, identi|lna | estica ul azToimaefekut i j u
kao da se si muelliirka bpeesrkioondallma sustav gdj e se
uvolLenja nertlkadnighogyiyaenicsa ul aj u realnim o
simulacijeenergijasustawa se minimizira kako bi se postigla optimalna geomepija | et n e
konformacijesolvatirane makromolekule, te kako bi se uklonili eventualni artefakti solvatacije
i steril ke nepravilnosti . NakoMNVTaesagmla,zd i j edi
kojim slijedi ekvilibracija tlaka prekoNPT ansambl. Nad minimiziranim i ekwiriranim
sustavom pokrele se simulacije molekul ske di
slijedi analiza rezultata iz dobi venih pod

(vizualizaciju)i kvantitativre (s t aanalizet i | ke)

Matej Kogil
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Slika5.Per i odi |IPBC kutjavpjoteihai splvatiranog u vodi s prikazanim virtualnim

periodil nCmvenomj maom oznalena je simulaci)]

2.2.3. Analize simulacija

U sklopu analize simulacijar a g a n kor ak predstaaukllgjeu| vi zu
promatranje ponaganja tr odi ndehvenimoaehktdripmmag s u st
simulacieted onogenj e z ak linjerpretacik @ma temeljun kemijske ntwicije i
relevantnih znanjalTako dobivene rezultate potrebno je kvantificirati kako bi se potvrdili i
dokazali, a to se post i gMetodetanatizk ot ii Ik @ me a ma Is ik
ovog radapored vizualizacijeykl j u IRM$D(engl.Root Mean Square Deviatigmnalizu,
RMSF(engl.Root Mean Square Fluctuatigmnalizu, analizu radijusa giracije te analmapa
trajektorijaza koje su u sklopu ovog rada napisane skripte u programskom jeziku Python, te su

sastavndio rada(dodatak)

RMSD analizonmo gu i e | e d edstabilhostbustdvar vraman(t), pdnosno
tjekom simulacije | zr a z kojim se raluna korijen kvac
(RMSD),u s | ul ajrua jplr@0gdigevih atoma preeinske okosniceu Euklidskom

Matej Kogil
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prostoru prika@® a&ieraju¢l)N pedstadjalbioflbugijikovih atoma po

kojima se sumira, B(t) predstavlja koordinate atoma vrementt.[*8

O T R (1)
U

Dok se RMSD koristi za s t r a gtdbiln@stn gijedog enzima kroz vrijeme, RMSF daje
informaciju o kolilini fl ukt u(@ eojedimh apmg, e di ni
ovisno kako se definiraRa | una pr e m@), gijerdredstdvwjabimdimenzionalne
koordinate atomaRMSF je koristan kao mjera fleksibilnosti aminokiselinskih ostataka, te
usporelivanj em mogwse doBtMfoFmadgje dgeloamaaenzima u kojima

je dogl o do p dijelhsmuacid® | ukt uaci | a
” 61 60O 2

Radijus giracije je mjera kompaktnost.i pr o
enzima i eventualnim konformacijskim promjenama koje bi uzrokovalgenjanje
kompaktnosti, oblika, ili vol umdeVippredstRvgal una s

sveukupm masi proteing sastavljenog otl atoma,s koordinatama centra mage*®!

Y P a i Y ©)
V]

Matej Kogil
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3. Eksperimentalne metode

3.1.In silicoizgradnja sustava

Za modeliranje proteina korigtena je krist
Armoracia rusticangpdb kod 1h5a'°). L et i r ie nfz ® mme i zngsilicana¢emaju s u
dostupne pdb struktur@) glikozilirani divlji tip (HRP), (11) glikozilirani rekombinantni enzim
s Martellovim mutacijama (mHRRP) (Il1) neglikozilirani divlji tip (dHRP) te (IV)
neglikozilirani mutant (dmHRP)Dalje u teksttnavedendorme enzimd e raivane prema
pripadnim kraticama.

U ovom istragivanju z aGINAciglikanZi(slika®) kojise j e ko
ravnomj er n o glikozlarigka mjesta siIRPaenzima prilikom izolacije iz kvasca.
Martellove mutacijesu Leu299Arg, Asn255Asp, Asnl75Ser, Arg93Gly, Pro78Ser, te
Thr21lle™ Glikozilirane varijante HRP proteina glikozilirane sinavedenimglikanima na
devet mjesta u slulaju HRPnai nmmdam rmkjogdst aj eu
literaturnom pregledwpglavlje2.1.3)Kak o bi se istragila postoja
utjecaj temperature na konformacij,odeatema,
je sveukupnoosam simulacija molekulske dinamike. Wom djelu simulirane su samo
glikozilirane HRP i mHRP pri e triarzil i | i t ieB00tK&26,85C), 8118 K (44,85
°C), 333 K (59,85C), te 353 K (79,85C). Temperature su odabrane sukladno literaturno
dostupnome k s per i me nt advafaznom sdmatamjg enmimankoje se odvija preko
intermedijernog stnja U'(poglavlje2.1.5). Do prvog prijelazadolazi pri temperaturanad 40
°C do 50°C. Drugi prijelaz iz U' u U" odvija se pri 7€, i kod njega dolazi do gubitka hema
t e posl jedil nogZhbgoughi k &mai gatketnijvanoempi ri j ske
simulacije) hemje kovalentno vezasHis170, te se zbog toga opisani efekt prf@hemo ¢ e
promatratij e r u MD simulacijama ne mog.eUtedap | i do
glikozilacije na strukturu i aktivnost HRP enzimas t r a g e n ugperedipom simiranth K

struktura s njihovirmeglikoziliranim varijantama (dHRP i dmHRP).

Matej Kogil
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Ek -1,6-manoza
)j -1,3-manoza
] -1,2-manoza
- -1,4-manoza
(O GleNAc
Slika 6. Shematski prikaz glikana MaBINAC.
Priprema model i ranih S u sramavigna el o rriad tuenmajl enne
CHARMM-GUI mr e g po g | ulgttUedklpda sa strukturom uvedena su | e

cisteinskanosta na mjestima: Cystlys91, Cys44Cys49, Cys17-Cys209 te Cys9Tys301.
Nedostajul e -#emininokkiage I3iOn7e iC 308, takolLer su
izgradnje sustavd) sklopu protonacijesvi arginini i lizini su protonirani i pozitivhaabijeni,

dok su hidstidinprotoniraninadeltad u g i k o v o Gistemitstonautraln (nenabijen), a

glut amat.ii i aspartati deprot oni Kkavalentnatezanegat i
i zme LLu H3 isnhhkMaProtorfagija, solvatacijaeutralizacija i izgradnja PBC kutije
takolLer je napravl j eGlamrkedrpiodgtl einjjdajemdstfudaA R MM
solvatacijske kutije od peksplicimimodel molekalovedel a | e
TIP3P, a sustav jpo potrebineutaliziran dodatkomClI- iona. Konkretno, kod pripreme
simulacijamHRP i dmHRP nij@lodanniti jedan ion, dok jé&kod HRP i dHRPdodanjedan ion

klora. Mut aci j e [ gl i kani s u uvedeOQHRAMM-GUb ot r ebr
p os | u g Bktomulizgradnje sustavaK o n a | n a straeitekvadramesimulacijske

kutije ovisila je o temperaturi i vrsti simuliranog sustava (taklic&asimulacijeiek or i gt eno
polje sila CHARMM36nk¥4.

Matej Kogil
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Tablica 1. Dimenzijestranicakvadratnihsimulacijskh kutjas va ke odr alene si mu

HRP mHRP dHRP dmHRP

300K [11,37 nm 11,95 nm 10,80 nm | 10,60 nm
318 K 11,43 nm 12,02 nm
333K (11,49 nm 12,08 nm
353K (11,56 nm |12,16 nm

3.2. Simulacijamolekulske dinamike

Prije produkcigke fazeMD simulacijgeo d r a L e n o jpedptodukcije lodnosaok a
ur avnot e gemnmaaci@ NgTiekvilibeacija, teNPT ekvilibracija. Minimizacijom
j e optimizirana geometrija sustava, te su ot
dokojih je moglo doli tijekaom Kiozdrgd cemjae | (ei
najstrmijeg spustakonvergencijskim kriterijenenergije od 1000 kJ midnm.8

U sklopu ekvilibracije prvo j@apravljenaekvilibracija uNVTansamb | u.leagor i st e
frogh al goritam integratora odraleno je sveuku
od 1 fs Prvih 0,5 ns temperaturae podizala kontinuirano od 10 &0 zadane temperature
pripadne simulacijejok je zadnj,1 nso d r a Haskonstantngpripadnojtemperaturkako
bi s e sustav stabi |l i z Zar tenoperatuau rggelacijtighom | t e m
ekvilibracijek o r i §Bemmiserieenostdfd. Poletne brzine specija
Boltzmannovoj distribuciji pri teaperaturi od 10 K, te je algoritamski otklonjena brzina

translacije centra mase cijelog sustava.

NPTekvilibracija nast avlNVeé&ekadlibracigu, tevj@anglogn®t h o d n
nj oj k leapfrogfit einn t AEkyilibeatija je trajala 0,5 ns vremenskim korakom od
0,1 fs TakolLer je kori gt enzdanoetemperatus Berandsen s pr e .
termostatoriy, te j e dodatno t ome sBaendsgirogapskimi t | a

barostatortt¥ pri tlaku od 1 bar.

Produkcijska fazD simulacija provedena je u NPT ansami8umulacije su trajal&00
nss vremenskim korakom od 2 fEemperaturno sprezanje sustava postignuimgeHoover
algoritmom termostat®!, pri prethodno definiranoj temperaturi T1 al no sprezanj e
je ParinelleRahmanalgoritmom barostat&l, izotropski, pri tlaku od 1 bar. Trajektorije su

zgpisivane svakih 10 ps,amaliziranesuu koracima od 1 ns

Matej Kogil
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U svim simulacijamak or i gt enakegdad NC&m z aibraciprvezas | av an
atomom vodika Za ralunanjlek dogooabomleit mi hnteer akci j e
metod&®¥, engl. Particlemesh Ewald s duljinom prekida (engl.Cutoffy Coulbmbovih
interakcija od 1,2 nm, Fourier razmakom od 0,16 nm i Verlet shemakida.Van der
Waalsove interakcije opisane kuo r i ¢ temmajdJmesovog potencijal&ve simulacije
provedene su korigtenjem GRG6MACS 2020.6 prog

3.3. Analizetrajektorija

RMSD (engl. Root Mean Square DeviationsRMSF (engl. Root mean Square
Fluctuationg, te analiza radijusa giracijeapravljene su u GROMACS 2020.6 programskom
paketlt® 2 Vizualizacijat r aj ekt ori j a i zv rBf§.e nlan fjoer nua cpirjoag roa
molekulavode oko mjesta od interesa dama je svlastitomskriptom napisanom zarogram
VMD koja broji molekule vodena zadanoj udaljenosti od definirane spetgg&kom simulacije
(dodatak 1) Mj erenj e torzijskog kut a ddbdatak2pano | e
mjerenje pomakaregj odr aleno je viliastitom s(dodaiciB-t om z a
10

Kako bi se dob# vizualiuacijetrajektorijanazvam mape trajektorijgengl. Trajectory
Map, kr at i |)mapisak suakripida grogramskm jeziku Python(dodati 9-11). Za
napomenuti je kako su u literatwil i | ne vi zual i zaci Perresdeef er enc
RMSD RMSD heatmap dr.B33 Ulazna datoteka za skriptu su trajektorije jedne simulacije
modificiraneu VMD programu na nal i n dé&ingtegporavmatai ni r a1
i centriranasf u n k c Alignd, te ekdportirana u .pdb formatu. Shodno tome, ulazna datoteka
je .pdb trajektorija svih kadrove poravnate
i obradi trajektoriju u oblik pogath za rukovaje. U drugom koraku iz trajektorija se

izralunava pomak c¢ent taodmsunaefererknovsjgmeterena u Vv r e |

nal i n daEukldskaualalimp @ nost dvaju tolaka u trodi
sustavu, (¥n_tYem t Zem ) Od (%m_ref,Yem_ref Zem_re) - l zralunat. pomac.i s e
trodi menzional nih koordinata oblika (aminok

koordinate se sortiraju u matrisux osi koja odgovara vremenu od 0 do 499 g9si koja
predstavijaa mi noki seline od O do 307 (buduli da F
aminokiselina je rednog broja 0 a prvi kadar je rednog broja 0). U zadnjem koraku iz matrice

sekreiratoplinskakartana nal i n da s e r\ rkiegbeogma skaliibojip o ma k a

Matej Kogil
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Korigtena su dva tipa mapa trajektorija, o
kadar . U jednom sl ul aju ref englenststep MK&ESd) , | @ ¢
je referentno stanjeer = So, dok je u drugom tipu referenkiadar prethodni kadaeigl.
Previousstep ARSHs), For mul a z a pcantraimaseraieokiselosena k a
pripadnim koordinatama centra mdgey,z),u vremenu u odnosu na vrijemger prikazana
je jedmtptdégsmdml jnjim vizualizacijama u radu
trajektorija gdje je referentni kadar pol etn

i oo O Of AT AT ap  ap (4)

Razl og ralunanj a p o mapomakaam.nCU ugljikova satrea, umj e
proteinske okosnice j e gt o na t aj nalin rotacije i Vi
signal na mapi trajektorija, jeifjgkom nj i h ne dol azi do senal ajn
okosnice. To znabsi dakpparedgbuarpapp,amj enam

eventual ni gum od pomaka koji ne odgovaraju

FS mape trajektorija, gdje je r efessurmnt an
vizualizaciju cijelog ijeka simulacije te prikaz evolucije konformacije kroz vrijeffu®datak
l4slikeDla)l z t akve mape mogulie je odrediti redos
14 slika D2).Ako se na FS mapu nacrta RMSD graf (dobi®ROMACS programskim
paketom) mo g u | pratitijkakav doprinos ima individualna promjena u konformaciji na
RMSD vrijednost enzimédodatak 14 slika D14 b)

PS mape prikazuju magnitudu individualnog pomaka iz vrenena vrijemet;. Takvim

pristupom mogule je vidjeti v r(dofacakieslikaDlL ok a c i
c)Mogu se uprosjeliti svi pomaci koskui(ahalognmi no K i
gledanju mape krog o s ) . Ti me dobivena krivulja sadrgi

pomaka koji su se dogodiliiz kadrd u kadaii, gt o se aproksimativno n

Aapsolutna stabilnost eTa Ziivaja nacrtana eal Fstmapun o m
trajektorjamo ge dat i informaciju o tome kako koja i
stabilnost enzimgdodatak 14 slika D1 d) Drugi m r i j el i ma, takvim

doprinos individualnih konformacijskih pmgena sveukupnom fluktuiranju centra mase
okosni clea d lehentimal A

Kako su toplinske karte samo matrice pri ka:

Mogu se uzimati prosjeci matrica, te se matrice mogu oduzimati kako Kkoréduzivno

Matej Kogil
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pokazalesve razlke pomi canja okosnice pr.oTakidaobavenagk or i gt
razli kovna mapa ddivagerdniorh maleton boja gparsu vidlavg sve razkke

u oduzetim simulacijamspripadnim lokacijama enzimy vremenima magnitugamapomaka

(dodatak 14 slike D3 i D4Regije koje su blizu nula odgovaraju regijama gdje su pomaci bili

i st [ sl il ni. 1Mesdmati viemeremgrdg i jseu opdogroavca r abji
simulaciji od koje se oduzima, a negativne regije odggwatigelovima gdje su pomaci bili

vel.i u matrici Okaj omt sdaodskamal a se i zni mn
razlika u simulacijama jer pored samih razl:.

u vremenute jesu lion@rvenstven@ ovel ane fl uktuacije. ildi konf

Zavrgno, napi sana je skripta koja iz matr|
i zralunava ovisnost pomaka (qodamlslp)€oknanetadeni i ni r a
grafil| ki su per ipkoarzasgknae ondaegeiniadijelioth sinmukaajédgdaaak
14 slika D5)

Svi grafovi i mape trajektorija napravljenelsw r i § Matphojlite3m. 334 biblioteke za

programski jezikPython,uSpydes | nt egri ranom znanstvenom r az
39B%8Kori gtene skripte za pr odgdateimas3lO.iDodpteoz i k Py
prilogena je modularizirana verzija skripti
jednostavnu izradmapa trajektorija kroz lokalno importiranjeo g pr i | qdpeatalo g k o d

11) . Dodatkom 12 dan je predlogak za korigte

Matej Kogil
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Utjecaj glikozilacijena stabilnost HRP enzima

Z a i wanjerugegaia glikozilacijeapravljenesti et i r i kdjmulsawcige melu
razlikovale s obzirom ndvije varijable: divljitip / mutiranite glikozilirani / neglikozilirani
oblikenzmaUs por edba t e olmotgajdiis tsi anuil wanjje utj ecaj
kontekstu i HRP i MmMHRP, a d aRrikaz wolumeda kaji nj i h
zauzimaju glikani njihovim fluktuiranjem prikazan y& slici7. GI i k a n i parsijalreor i | ki
zakrivaju otvor aktivnog mjesta n o seradgd fleksibilnimskupiramakoje konstantno

fluktuiraju tijekom simulacijaulaz vode i supstraiadaliejemo g.u |

Slika 7. Prikaz enzima HRPs i bez gli kozilacije. Prosjelr
MansGIcNAc: glikani tijekom simulacijeprikazan ¢ bijelim volumenima HRP je prikazan
sekundarim struktuema, dok je hem kofaktor prikazan CPK modelima. Ulaz u aktivho mjesto

odvija se preko karboksilnih skupina hema n a In& sficiciverom bojom kisikovih atoma.

RezultatiRMSD analizaprikazani suna slici8 (a i b). Krivulja RMSD dmHRPenzima
nestabilnig je u odnosu n&rivulju mMHRP, dokie promjenaRMSD tijekom simulacijaHRP i
d HRP sRetultatup.uidaglei kozi |l acija stabilizira odr e
ona maknuta dal z i do manjih promjena u konformaciji

referentnim prvim kadroma kao | og | e d rkeristreg geaf radijusa gadeije | n o st

Matej Kogil
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(prikazicidnaslici8) . Zani mljivo je kako su sepnamutiran
stabil nosti n e g o spbmewndtitgrafovaraglijusa gifadje inagidd RMS o i z
grafova. Ukl anjanje gl i kozi |lvalemen iekompaktpost i ma l
enzima, gto je dobar zn aneglikoziijanihfosmi.j ed o | i u pr

Regije u kojima je doglo do konformacij ski
su na RMSF prikazima pod c) i dPot v r leeknaok o su fluktuacij e
neglikoziliranimvarijantamegt o j e u skl adu &lizhesehiraupoglavluni m p
213Kod HRP primijeiene su regije gdje su fluk
(aminokiselineod 180. do 220.) lako fluktuacije nisu jake te se ne nalaze blizmjesta od
interesa aatkanabttikzkai ml jivo je kako je t.
dmHRP. Tamo su te regije stabilnije kada ima glikana, a nestabilnije kadagénmap u | uj e
da su mutacije stabilizirale taj dimzima Konkretna mutacij&oja jeu pitanju jest Asn175Se
koja stabilizira cjelokupnu okolnu regij@sim toga, druge regigp ovel ani m fl ukt u.
odgovaraju raznim petljama i drugim predjeld]i
Mutacije ineglk o zi | aci j a -wrmisatnen kraju enzimala sl@odnije fluktuira
gt o moge poziti vnos matkgrimac @opuheksdlis-oznaka.rNazNa nj a

termimalnom krajun i j e wjecaj qatatija ilineglikolizacije

Matej Kogil
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z .&0d @)n lmsmprikamapematiz2 RMSD, pod c) i d) analeradijusa

giracije (Rg) sa pokretnim prosjekom (endRolling averagg od 15 ns}e pod e) f) RMSF

analiz.

Na temeljusimulacijai z r adl enape trajektorija (slik8 prikazi od a) do d)) Kako bi

se dodatnoistaknule razlike z me L' u

razlikovna mapa trajektorijgprikaz e)na slici9). Razlikovnha mapa trajektorija napravljena je

0z

gli kol iziranomppravijenag gl i k.

uzimanjemprosjekapromjenamHRP i HRPsimulacijg te oduzimanjem od toga prosgek

promjenadHRP i dmHRPsimulacijaistaknute su a z | i k e

neglikoziliranih sustavaPlaver e gi | e

odgovaraju

mj esti ma
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gli kozil acij e, bij el &tenryerakdijegndg eg dsjue psoumapd mavo

ima glikozilacije.

a) TrajMap mHRP b) TrajMap HRP
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Slika 9. Mape trajektorijaTrajMap) individualnih simulacijgprikazane naa)i d). Nae) je
prikazanarazlikovna mapa trajektorija dobivena oduzimanjem prosjekglikoziliranih

varijanti (c i d) od prosjeka glikoziliranih varijanti (a i b).
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Na mapi s mjesta glikazilacien Rlave pruge kod Asn286, Asnl3, Asnl186,
Asnl198,Asi 58 te Asn255 oznalavaju mjesta |ije p
glikozilacije.Mapajep r e t e ¢ 8 K®gijdma pdge Isesizmjenjuje blago crveno i blago plavo,
gt o jJog | edn o prisumaest iv neprisytnesylikozldcige nije krucijalna za
stabilnostenzima Plave pruge kod Asn286, Asnl13, Asn186, te Asn198 pripadaju petljama i
drugimregijama& j e n i s uzaakdivhasreazimagananljive su pruge kod Asn158 te
Asn/ Asp255 gto odgovara mjestu mutacije. Ko
promjena nakon 400. nanosekunde, koja je pri
podromo diskutirano u poglavljut.2.3. jer je povezana konformacijskom promjenom
podi zanja zavojnice E. Sumar no, potvrLeni s u
enzim, no gubitak iste nema negativnih posljedica u vidu gubitka strukture ilitkatdli k e
aktivnosti.

Matej Kogil
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4.2. Utjecaj temperature na stabilnestzimaHRP

4211 st r a gvljegtipagnamaldRP

Kompletan ek simulacijaenzimaH RP  p r i razlilitim temperatu
trajektorija na slici10. Vidljivo je kakop o v e | denmipeent at ur e dol azi do
promjena u konformaciji koje su predstavl jen
S obzirom da su simulacije u trajanju od 500
cjel okupne dean@edabiarealnjmesystavanpareik i wi gi m t emper at
333 K i 353 K) doglo do barem djelomilne d
znal ajno izragenije nego u provedenim si mul
prijelaza enzima iz tabilne konformacije (koja je s | i énaojdz kristalne strukture), u
konformacijuk 0o j u se o| ekuje dobiti pri vigim tempe
mi kroskopskog sustava i1zvlale se zakl jul ci [

sustav koji je postignuo ravnotegu.
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Slika 10. Mape trajektorija(TrajMap) simulagja divljeg tipa glikozilirane varijanteenzima
HRP pri temperaturama od 26,85 (300 K), 44,85C (318 K), 59,85C (333 K) te 79,83C
(353 K).
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Tijekom simulacijg HRP sustavpri 300 K, 318Ki 333 K postigl su razmjerno stabilnu
konformacijy dok se arijanta pri 353 K nijaustalilanego se krenula raspadati. To je vidljivo
iz RMSD grafa prikazanognasltia, gdj e se prve tri temperatu
drugoja si mul acija pri 353 K na trenut é&dathai ma i
potvrda toga je graf radijusa giracije prikazanog prikazom b), gdje je jasno vidljivo kako pri

kraju simulacije varijantaa353 K gubi kompaktnost te samim time i strukturu.

2,10 1 s
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Slika 11. a) RMSD graf HRPy, b) Graf radijusa giracije, ¢) RMSF graf, d) graf ovisnosti broja
mol ekul a vode u ¢ 0,5rnmopdhemaiArd3® vramenu§ve anplizessa a ,
napravljenep r i razl i | i t.iNekrivudama B)ri a)tsupergonran je pokretni

prosjek odl5 ns.

Grafl1d prikazuje broj molekula vodgekom simulacije koje su na udaljenosti manjoj
od0,5nmod hema i Arg38, gto se uzima kao .voda wu
Vidljivo je kako i taj prikaz prati RMSD, te su temperature od BD318 K te 333 K stabilne,
dok kolilina vode u aktdi Brbdm Kmjneagtl v prkial tee rpp
potvrLlLuje primijeien djelomilan gubitak stru
dodatnih molekula vode. Sveukupno taj raspaj e uzr okovan jalim fl uk
temperatur e, a | opkosimalauiegijmenzimaispodvaktiinognmjesta n a

odnosunahepk oj a je djelomi|lmonedsvajdega ddjel otvei

Matej Kogil
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aktivnost(slika 12). Magnituda fluktuacija i pripadaj ul
graf om. To su velinom petlje, npr . regije o
fl eksibilniji dijelovi enzi ma fluktudogicon @445.0d z n:
aminokiselinskom ostatku. To jepomicanjez avoj ni ce E, o kojemu I|e s

u daljnjem poglavljut.2.3

Slika 12. Preklopljene strukture HRP pri 300 K (sivo) i HRP pri 353#aélinastaeeleno)na
kraju simulacije s proksimalnom regijond o | pargijalrgpg raspada dola¢l70. do 220.

ami nokiseline) oznalenom intenzivno zelenom

Matej Kogil
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4.22.1 st r agkomkananitnegipaenzimaHRP (nHRP

Kompletni tijek simulacija mHRP enzima prikazan je mapama trajektorija na Eici
VarijantamHRP od30B r azmj erno j e sl il HikelBiRIFUMHRR i j an't
je dogl o do manje konformacijskih promjena n
je mMHRP stabilniji od HRP pri ni galjraddemper at

kojemu su pripravl | epotpunoraaumgvc i j e, t aj zakl jul
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Slika 13. Mape trajektorija simulacija mutirane glikozilirane varijante enzima, mHRP, pri
temperaturama od 26,88 (300 K), 44,85C (318 K), 59,85C (333 K) te 79,83C (353 K).

Pri vigim tdemmeri atdwor aarad i h konfor maci jskil

simulacijama HRPsustava. Nonekeodopageni h konf ormiasij ekabhepe

HRP simul acijama. |l ako | e dogl o do i zrager
sveukupno stabilnijii posfoani ji od HRP pri vigim temperatu
samo ukazuju da je stabilkanformacijar az |1 i | ita od one srodne Kkri

simulacija krenula. Kako bi se procijenila stabilnost novih konformacijskih fpatriebno je

gledati druge parametre po@MSD i radijusa giracijgslika 14). MHRP | easlmiznal en
14 i dalje u svim prikazima | jubilastom bojo
spomenuti h RMSD grafova vi dl j iemperatyredolazade o u s

Matej Kogil
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odrelenih konformacijskih promjena, a krivul
promjena. U usporedts HRP krivulja mHRP pri 300 K stabilnija je od HRP pri svim
temperaturama. RMSBWHRP pr i 318, 333 liHR3PS 3prk s3I53 akn, |
uzrokovano istom promjenomomicanjazavojnice E.k oj e e bi ti adetal jr
poglavju423 Konkl uzivan dokaz vele stabilnosti n
giracije koji su nigi RB. sOmétajjue mHIRMEKPpM Wi @gt r
simulacien®853 K kri vul je Kkoj i dobtakaog $keka memgpunHBR a k r
na353 K. Tu | oaglastikekbp e mz a a b Jpra363 Kd a tldekoch@etnog

raspada enzima, no ovdje je satfvan vrlo kratak periadia p ol et ku t og r aspac
zakl jul ci na temelju postoGanosni jsamcole wdon
je energetska barijera za njega manja, te je enzim nestabilniji u odnosu na varijantu gdje je
kasnip dogl o MNagemelasvpgad& .l j ul uj e se kalsabzippe mHRP
da su razlike HRP i mHRP u mutacijamap § e s e kakalvédgnarutaciiet e r mi | ki

stabiliziraju mHRP.
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Slika 14. Rezultati simulacijamHRP (| j ubi | asti )sustHRR ((Pzel ernaz

temperaturamaa) RMSD graf b) graf radijusa giracije pokretnim prosjekom od 15 ns.
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Konkretne regije konformacijskih promjena vidljive su na RMSF grafovima prikazaaim
slici 15. VarijantamHRP imasve k upno vi gpof bokteacipédalizira
diskretne maksimume koji odgovaraju strukturno fleksibilnim petljama. Za primijetiti je kako
u oba sl ul aj astfelmpketruada airjoen, r ags tou sjleu InndRBUK | v a n
naj i zr emjena jejokd 290. aminokiseline, oko 145. aminokisebne,r | o i zr agen
maksimumom pri oko 135. aminokiseline koji se pojavljuje samo pri 33uktuacijeoko

290. aminokiseline odgovara promjenama u petlji koja se nalazi na drugom kraju enzima od

aktivnogmjesta ni j e znal ajna za katalitil ku aktivn
aminokiseline dogodila se u mMHRP pri 38333K te 353 K, a kod HRP pri 353 K. To je
pomicanjez avoj ni ce E, pri kaz alh &aga s nalzpored blazg o m n a

aktivno mjes.

7.0 4 300K |
6,5 3 318 K
6.0 — 333k

RMSF / A

0,0 T T T T T T T T T T T T T T T 0,0 T T T T T T T T T T T T T T T
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Aminokiselinski ostatak Aminokiselinski ostatak

Slika 15. RMSF grafovimHRR | j u b iHRR(@eleno) pr i razlilitim ten

Fluktuacieu mHRP pr i 333 K na 135. ami noki sel in
zavojnice D' koja se nalaaiblizini aktivnog mjest i nadovezuje se na zavojnicu E preko jedne
petlje. Vizualno je prikazana na slitb, na prikazu b). Ol ekivano
uzrokuje smanjenje stabilnoggdapor ed toga nema znalajnijeg
samo pri 333 K, ne pri 353 avjerojatno predstavljiokalni konformacijski minimumPri
333 K ol ekivan je gubitak bar e miakoaabigenij al no
rezultat nije konzistentan i reproduciran kroz druge simula&igamtekstualno odgovara
temperaturipri kojo | j e opagen. Pored spomenuti h, ost
drugim mjestima koja nisu odzravnog interesaza strukturnu stabilnost znal aja z

funkcionalnost enzima.

Matej Kogil
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Slika 16. Strukture enzima HRP dobivene tijekom MD simulacggzavojnica E i pripadna
petlja oznalene Jut o, aminokiselinskih osta
konformacijske promjend)zavoj ni ca D' prije i poslije kon
mHRP pri 333 K.

Da bi se prikazale sve razlikeomjenau lokacijiu proteinu u vremenuijekom simulacije
i zme L u MHRP i HRP, napravljena je razlika
trajektorij a prilreatzihmitdmpearatunma kzaarcHRP € za HRP, te je od
temperaturnog prosjeka HRP umbt temperaturni prosjek mHRP. Rezultantha mapa
trajektorija prikazana je na slid7, gdje su na gornjem prikazu neosioz nal ene sV e
sekundarne strukture, te gmskim brojevima od | do VIlhumerirane pruge koje odgovaraju
regi j ama spamaana.alPbziiyne, icrmene, regije odgovaraju dijelovima gdje su
pomaci bil i veli u , @aveuréggej odgover&Pdijelodmargajegsat i v n €

Matej Kogil
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pomaci bili wveldi u slul aju mHRP. Na donjem j
odgovara fluktueijama petlje koja se naladistalnom djeltenzima kod aminokiselina 290 do

299, daleko od aktivnhog mjesta i blizut€minalnog krajaNa djelu od290 do 29&pomenuta
petlja je malo i zbolena van enzi ma rakciesl obodn
petljom oko aminokiselinskog ostatka 93 o0zni.
strukturnog motiva zavojniepetljazavojnica (englHelix-Loop-Helix, HLH). Regijama 1 i

VIl pripadaju mutacije L euadjvwdAardgnjemprikazyg 9 3 Gl vy
te argininp r i kraju simulacije Dbol ni mskargpnlamkom o
ki sikom okosnice glicina. Tome odgovara izra
do vige promjena u mHRPrjelaza iztkrestalne rstoukijréeojme o0d g o
odgovara HRPu nativnustrukturu za mHRP gdje je ostvaremavedenaodikova veza koja

moge stabilizirati sipuatihtégmeljedna krigtalnojistrukiiei HRPe mMHR P

-
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Slika 17.Razlikovna mapa trajektorija temperaturmpgsjekanHRP i HRP(a i ¢) Negativne

plave regije odgovaraju mjestigad j e j e pomak bio velli u mHRP,
regijama gdje je pomak bio veldi u HRP. Bij el
su pomaci bili isti. Ngrikazua)o znal ene su sekundalterarmisit r ukt ut

jednoznakowim nazivimai pripadnez n a | a j metiragerimasgim brojevimaNa prikazu
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c) o z n a| emjeata rsutacijaPrikazom b) sivom bojom je prikazan HRP pri 300 K, a
zelenomHRP pri353 N ar a nrl eagsitjee oznal ene rimskim broje:

prugama istih oznaka iz prikaza a).

Regi j i 1 odgovara dug al(ehglBemelankljteaatumacs r e d Kk
nazvana @lixdldlPa odfa 2 ostvsaplugleom nt ekajkai pe r

aminokiselinskog ostatka 17Bla mjestu 175 nalazi se mutacija Asnl175Ser, te je ta pruga

oznal ena oznakom V. Te plole se nalaze na
mutirani serin mo g es karlsoksinam sktipinomvhendhi bklje mego v e z u
asparagin. Ta vodikoweezastabii zi ra pl ol u 1, gt o onda stabil
oznal enu brojem | 11. Poboljgana sposobnost o

da mutacija stabilizira tu regije te je mutant stabilniji u tom predjelu. Shodnq tordelazi

do evipgr o mj e na-mutirareod adhoanp divljeg @pa, enzimdRP. Histidin 170

koordinira sionomgel j eza iz hema pa je pogodna gto V¢
vidljivo iz dijelau blizinipr uge V kako su pomacinjikddtilRRa mi no ki
Mj er e nj emolekulbvodeiubligini aktivnay mjegda pokazuju dostupnost aktivhog

mjesta i prikazani su na slidi8. T i grafovi potvrLlLuju kako j e
postojanija u slulaju mHRP. &) aluaaje, HRPo ku
barem dj el omil an pad postojanost. konstruk
izragenije su fluktuacije enzima te mol ekul e
bi o padmdiekhulav bdees t e mpgreataurroonk,signiad iivno uo]l
Grafovimdiekulatv b d @ epot vr Luj u opaganje da je gup
MHRP vige nego umoldkl®.o dRea do kkoo IHilsiln7eD u sl ul aj |
je promjenom koj a ologradaepogtatjj 42s3n i t i proi kraju

Pruga oznalena s |V odgovara petlji na s a
varijante mHRP i HRP. Znal ajnija je promjen:
katalitil]l ku akti vnost icasRamjgke gtrane enziniaualktivneg s VI |
mjesta, koja je prikazana prethodno utekstuna3dtciK a o gt o je vel releno
koja se opazila iznimno u mHRP pri 333 K te

Konal no, 0 sitVh Pruga Ip edgogaea pétlji 255 u kojoj se nalazi mutacija
Asn255Asp, te kao rezultat te mutacije na to

MHRP jeneglikoziliran na mjestu 255 u odnosu na HRP. To je napomenuto prije u tekstu, no

vrijediponovi ti . Sama petlja 255 o0znal6eStraktuine pur p
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odmahporedp et | j e 255 smjegtena je zavojnica E, o0z
oznakom VI. Vel je spomenuto u par agoakEfu uspfg
p o miuMERP pri 318,333te 353ku HRP pri 353 K. Petlja 255
t og di zanopjasnitiug tsd i [j egbgldvipm p o

a)
38
36 4 300 K
34 318K
32— 333k
30 353K
] 29
[
328 ]
S 244 ]
o 22 24
2 201 01
2181 8 1
g2 161 6
= 14 4
& 121 2]
0 0
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41 4]
24 24
0 T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
t/ns t/ns
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Slika 18. Broj molekula vode tijekom MD simulacijp r i razlilitmARPt emper

(I'jubi | ast o)naudaljeéh8s® manjaj i jednakoj ,5 nm aj:hema i Arg3& t o
odgovara molekulamavosdea ul azu u Jgupl jinu aktivnog mjes

hemaiHisl7@t o o dg o v aa\wdepoksienéine stiane aktivnog mjesta
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4.2.3. Mehanizam i posljedicegmicanp zavojnice E

Vel j e ust amporidajjee aw okakoe E nuaojlveesiraturipr omj e
enzima Ta promjena je primijeleHRPpi35aKK&o pri 3
se ta zavojnica nalazi sa straotvora aktivhog mjesta, njengpomicanjedodatno otvara
naizgled veliki otvor poredameg u p |l j i ne akti vnog mjl®dspkgs koj i
toga, nije opagen povelian ulazak vode u sam
okrugj u t e ortevgpibtbadrm piikazafjora slikod8. | ako voda ne us
u samo aktivnog mjesto, 0 phadkestrame herea ggjjeta | anj

novootvorena gupljina.

Aminokiselinski ostatak _________
300

Thr270-Met284, J, heliks 555
11e260-Asn268, |, heliks
GIn245-5er252, H, heliks 26 6
Lys232-Glu238, G, heliks
©
Leu218-GIn220, 2, ploca 222 5
Thr199-Leu208, F", heliks 556
Met181-Leu184, F', heliks <
Lys174-GIn176, 1, plo¢a 175 4 ~
Ser160-Leul66, E', heliks V4
Leu145-Asn154, E, heliks IS0 g
Leu131-Asn137, D', heliks 3
125 e
Vall14-Ser128, A, heliks a
Cys97-Leulll, D, heliks 100
Phe77-Alag0, C, heliks -
)
50 1
lle32-Cys44, B, heliks
25 0

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

Slika 19. Pomak zavojnice B mapa trajektorija(TrajMap)s a oz nal enim pr ugsé
sudjeluju u pomaku zavojnice E, pri kazane ¢

bojama odgovaraju regijama na donjerikazu.
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Naslicil9s u na mapi trajektorija oznadjeidj pr uge
njihov redoslijied u mehanizmu pomaker vo dol azi do pomaka u r
purpurnocrvenom boj om, zati m dohommdbojomdma p o mall
kraju dol azi do pomaka u regij.] [ 1] koja o

razmjerno konzistentan Kkroz sveosisulanjabkeaci j e
melLusobno razli kuj u zme\tue me ms klid forjgepepitijver diue,n ol |
iz mapa trajektorija prikazanih slikani®i 13. U svim sl ul ajpenicaneaa |, pr e
zavojnice E je pomak u regiji | (zavojnica 255).

Sama magnituda dizanja zavojnice nije kons:
amm ki sel i ne, gto se idiopgrigadne pedjdkojase o kgobkazamm v o ni
je slikom20. Jasno je vidljivo kako u tsimulacijekod mHRP i jednogimulaciji kod HRP
dolazi do velikog pomaka, dok u jedrsdmulacijiu mHRP i trisimulacijeu HRP ne dolazi do
znal ajnog pomaka. TakolLer je jasno vidljivc
temperaturi, gt o je u skl aduimslacijedodigutarj@anj i ma
odrelena zasebna konformacija koje je slil

temperaturamaimulacija U slulaju HRP pri 353 K i mHRP
reverzija pomaka, gdj e se zwjeiavprnoimjesto.par ci j al
8.5 8.5

8.0
7.5
7.0
6,57~
6,0 3
5,5 4
5,0 4
4,5
4,0
3,5 4
3,0 4
2,5
2,09 |
1,5 4, (i,
1,0 L AR iy
0,5 JHarAT

0.0

8.0 300»("
75 318K |
70 333K |
6,5  e—
6,0 §
5:5:9
5,04
4,5 4
4,0 4
35
3.0
25
2,0
175, I

e
1.0 4 b O
05§

T T T T T T T T T 0.0 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
t/ns t/ns

Pomak / A
Pomak / A

Slika20.Pr osj el an pomak aminoki seu imH$RKR h( lojsubait]|ask
HRP (zeleny gt o odgovara zav,ojmiicir &zIlii |pirNaipma dinery
grafove je superponiran pokretni prosjek och$b

Pomicanez avojnice E wuzrokuje raspad hidrofob
Ala256, Leuld5 teProl46 (sika 21). Regija prije i poslije pomaka hidrofobnim
aminokiselinama oznal en slieh2lg RPrikaaom21b wikavanajev i d 1 j i

konformacijska promjena petlje 255 koja uzrokuje cijeli mehanizam. Tu konformacijsku
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promjenu uzrokujeotacijatreonina 257, vidljivog na prikazRlc . Thr257 izvorno
ogrankom strgi van protei na, slkomZldonsewkrgn®e m t or
i strgi prema proteinu. P r olmjeze Blauglitkavagz i j s k 0 g

karbonilnog ugljikovog atomaNa slici2lc pur purnocrvenom bojom o

mutacije Asn255Asp, gdje kao posljedioatacije nedostajglikan MansGICNAC.

d)

Slika 21. Mehanizam pomicanja petlie E) raspadhi dr of obnog dgepa t
ami noki sel i na oz n &dinfermacifske granijjememn pétlp 25. mamjera)

rotacije Thr257, koja uzrokuje konformacijsku promjenu pod b). Purpurnocrvenom bojom
oznal ena | e mut pranjenpamrzijpkegk@tdkdjiswjom rotdcljom uzrokuje

cijeli mehanizamgledanakrozi v e€&X uugl j i kovog i karbond |l nog

Kako na mjestu 255 zbog mutacihedostajeglikan, petlja 255je destabilizirana u
s | u mHERPwarijante Time jeenergetska barijera te konformacijske promjene smanjena pa
di zanjem temperature mHRP pr e moSifkaljpakazmea v e den
prosjelan pomak regije 250. petjio2552 meposred@mi n o K i
okolnim regijamat e podr gava i.znkisen25a#édbj abakna pr
oznal en j e pur pur no cegijem@siecsrtembemjurgnme izgled oijjelagk t e
grafa podsjela na gr a0 Zaistakreukjakakoaagoafumpri kcapr E i z

MHRP simulacijgori tri simuliranet e mper at ur e gdj eesjmalacigp@gytein@@u pr

slil nu konf or mac i jnekonvgrgeacijgpemakai Istoltgka, svesimulacijer e | a
gdje nije doglo do dizanja zavojnicelRPE | maj u
mMHRP.
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75 300K 75 3 300K
; 318K 4 318K
7.04 l l 7.0 4 333K
53 6.5 ] 353K

Pomak / A
Pomak / A

: ; . : ! : ! : : ; : . : . : : : ; :
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
t/ns t/ns

Slika22 Prosj el an pomak r egi | etijekbrh MD sintulacije2k6d0 . ami
MmMHRP (1l jubil astogto H&KRPuZqizred ehd9 petlja 255

U takodestabiliziranoj zavojnici dolazi do rotacije torzijskog kuta &kwalentnell veze
CUugljikovogi karbonilrog ugljikovog atomaokosnice treonina 257. Upravo je taj torzijski
kut Kkljulan wu <cijel om meh apomizamazavojrice.lznosd r e L uj
navedenog torzijskog kutgekom MD simulacijaprikazani su na sli@3. Kod mHRP i HRP
pri svim temperaturamaavedeni torzijskikup ol i nj e pr 7. Kod mKRPpriltri ke 14
temperatur@ri kojima dolazi do pomicanja zavojnicen seokrenedo-50°. Pri 300 K mHRP
ne dolazi daotacijetorzijskog kuta pa ne dolazni do pomicanjazavojnice E. Isto vrijedi i za
HRP gdjesamou j ednom s | wlaggtue dtoalkaozlierdosamo tada do
zavojnice E. Opisani grgjokazujek a k o t or zi j s ki kut okosnice T
prethodno opisanom mehaniznSkupno slike22i 23 prikazuju kako je petlj@55 nestabilnija
kada su prisutnemut aci j e, @gto | e oki ¢ganicanjagavojaice E.z ma Kk 0]

180
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— 353k — 333K 318K 300K t/ns — 353K — 333K 318K aﬂoklt/ns

Slika 23. Torzijski kut okosnice Thr257 ok vezeCU ugljikovog i karbonilnog ugljikovog
atomatijekom MD simulacia kodmHRP (I j ubi | as t HorizontalndHliRije ( zel
oznal avaj wkokutawdd8Cypa ovispaurotaciji poprimajiypozitivnu ili negativnu

vrijednost bliskul8C .

Matej Kogil



4. Rezultati i diskusija 40

Opisana promjena karakterizirana je izmjenoknon st r ukci ji okol i ga ak
i kakvog gubitka sekundarnih struktura. Taka:
temperaturam4318 K, 333 K i 353 K kod mHRP te 353 K kod HRR da magnituda
promjene rasts temperaturon{slika 20), ukazujekako onaima potencijalebitt o bj agnj enj e
eksperimental nog ©b%kajanjaaviadil idersaeuter mi |
peroksi daze dogal a Kakogeknavedpno u |itexdtuenam pregleds, toa nj a .
prijelazno stanje karakterizino je promjenom u tercijarnoj struktako aktivnog mjesthez
i kakvih promjena u sekundarnoj strukKGdori , te
50°C gto wupravo odgo ypancanjuzavojaige & kPreea toraej apiganio m
mehanizam pomicanja zav oj ni ce E mo g e s e predl ogiti
eksperi ment ainteroglijang@@ma | aen gtl @mbjud etier mi | kog
enzima HRPopisanog u literatufi®-

Pomicanje zavojnice E ima dodatni efekt na aktivho mjestmjeapgomicanje Pro139 koji
jeznal ag akat al i tenzinkHRP. kiteratukno je pavedenda seProl39nalazi
iznad aktivnog mjestte ostvaruje vodikovu vezavodom i/ili vodikovim peroksidom. Kako
se zavojnicap o mjtdkeseiontranslattaa o gt o | e R4 PokichalPeoh3®8 na s |
u vremenutijekom simulacije mHRPprikazara je skalan u boji koja ide od tamne prema
svijetloj. Vidljivo je kako je pozicijaPr o1 39 rsienulapijed reu & ad niegoae
konal ne pozdolLpednakomi gdoshukajyojpomaki& zav
HRP ne dolazi do njegovogpomagad o se moge pripisat.i razl il
pomaka. Graf pomaka t paslicie4 gdje & uzetgpiosiek pomaka e pr
aminokiselira 138 i 139, kako bi se uklonile eventualne vibracije. Opisana promjena spregnuta

sdr ugi m f a kdogrinijetisraanjenjo gkévnost.
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300K

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
t/ns t/ns

Slika 24. Lokacije Prol3%tijekom simulacija prikazane nakali u boji od tamneprema
svijetlom. Najtamnijébojao z na| av a p o| enajsvjetlijakra)simulaaje Isppdge a
prikazan pomak 138 139. aminokiseling i j ekom si mul acija mHRP (

(zeleno)

Druga opagena promjena | e pucanje vodi ko
omoguliiasvtai di nu da se rotir a’ inteiakoijms Rhe2Rlaze do
Promjena je prikazana na sligb, gdje je jog prilogen graf p
Asp247. Asp247 nalazi se na zavojnici H, koja je na prethodno opisand]l&licz na| e n a
brojem Il i zelenom bojom. Iz tog razloga vjerovalo bi se kako je promjena regattatanja
zavojnice E, no u mHRP ona je opagegdeajepri sv
dogl o do pomakmb HRRooag e najdpzridEBKekadajedo gl o do

navedenogomicanja n o i pri ni gim temp®©~Rmaipucagiatea dol a
veze. Mogul e objagnjenje rezultata | e da |
temperatury te vel pri 300 K moge doloi odakpacapn
dodatnom destabilizacijom zavojnice Nar ugavanjem tih interakci]

ulazak vode oko Hisl1l70, gt o 2PkBkopyranjmeweretio u p
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posljedil|l na r ootda cuilpua uM & § & Halizarnda pretposteiti je da
dolazi do smanjenjstabilnost aktivhog mjesta.

Opi sane promjene u str ukttemperatuiHiBkB zasebnonHRP

mi ni mal ne, kumul ativno mogu dovesti do gubit

Phe221

Asp247

6.5

300K

6.0 318K

5,5 333K
353K i

Pomak / A

0.0

™ T T T T T T T T 0,0 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

t/ns t/ns

Slika 25. Prikazi prije i poslije pucanja vodikove veze Asp241i s 1 70. Sivom boj or

je Phe221 koji ostvaruje-" interakcije.Pr i kazane udal jA&ngstramima. i zr a¢

Grafovima su prikazani pomac.i pr osuzinakkao r egi |
Asp247 i neposredna okolina.
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5. Zakl jul ak

Provedeno |ujecap glikolizacijei kaaintjeeajaMartellovih mutacij&! na
enzimperoksidazu hrendd(RP ) . Ug tev rklagkkmo gl i kozil acija nema
konformaciju enzimausmisluda j e sveukupna konformacija ol

primijelene su u regijama koje nisu od znal &

ol uvana.tomds puutkvorsLeno je da je enzim bez glik
gavnina dodatnih fluktuacija je lokalizirana
aktivnog mjest a, nNi su znalajno nestabil nij e

izneseni h rezultata ol ekivano a glikezildcie. zadr ¢
Smanjena stabilnost mo gl a dnzimau klazn evsaen a nraa |k
predvilanja u sklopu istragivanja utsgyecaj a

eksperimentalPHd m opaganj i ma

Provedeng e usporedba simul aci j(26,899C (B00K)a4a,85 | i t i n
°C (318 K) 59,85°C (333 K) te 79,85C (353 K) mHRP i HRP. Pri 300 K mHRP je stabilniji,
smanje konformacijskih promjena i dodatni h

sasvim je u skladu u kontekstu Martellovih muta8ij&oje su uvedene sa svrhom da
stabiliziraju HRP Pri Vigim temperaturama opageno | e
MmMHRP, te su opagene konformacijske promjene
primjel ene su povelane fluktuacije odrelenih p¢
nemaj u utjecaja na kat amaut ikloknd oa kmtaicu n o sti. | g
petlji, analizamasimulacijaj e ut vr Leno kako j mijiipodt@dniji adveukup
HRP. Najvela opagena r acziprigagne pete (P0 mo 156 nj e 2
aminokiselineJy mHRP pri 31&, 333Kte 353 Kk oj e j e kod HRP pri mi|j
pri 353 K.

UtvrLeno je da magni t uddempgemtorank do ppmaicargej ni c e
zavojnice E nije domolekulavodd waktivrom mjéstutgoko Hiskyd i | i n
koj i se nal azi i spod ¢upphemommreo apka Vi evinaonga njj ee sk
molekulavodesastrane hema gdje se nalapomenuta zavojnicomicanje zavojnice E ima
dodatni efekt na aktivno mjesto, a to je por
HRP. On se nal azi unutar gupl j i nsemolekklamav nog
vode i/ili molekulomvodikovog peroksid, a pomicanjem zavojnice E on se translatira. To

pomicanjeProl39ni j e o psenglaciidRRI pr i 353 K pomitama j e dc
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zavojniceE. Druga opagena promjena |je pucanje vod
omogulava histidinu da se ’ir interakcijas Phe22teTa d o | a z
promjena priesvdpm gteennaper at ur ama, no pomzanjageni j
zavgnice. Opisang@romjenesu zasebno razmjerno malene, no kumulativno mogu dovesti do

smanjenjali| agkubi t ka kataliti] ke aktivnosti enzi ma

Mehanizam pomicanja zavojnicedEo g a L @i kosaka: konformacijska promjena petlje
255, pomak zavojnice H tonal no p o ma Konferaacigska prongjemna ubpetlji
255 raste u magnituditemperaturom, te je uzrokovana rotacijom torzijskog Kut@zeCU

ugljikovog atomai karbonilnogugljikovog atomaokosnice Thr257, koji se nalazi pored

Asn255AspmutaciT a r ot acija opagena je iskIljulivo u
zavojnice E, a nije opagena u varijantama go¢
konf ormacijska promjena prvi korak u mehani z
se ponaga kao dutacghaAbn256rsh wmokuje guditak glikozilacijskog

mjesta na poziciji 255Gubitak glikanad e st abi | i zi ra zavojnicu 25

torzijskog kuta Thr257, gto daljeumdRPije do po
snigena energetska barijera pomaka zavojnice
HRP nije opageno pri tim temper at upomicanie | z t
zavojnice E nije dosdartelmjimnmuakj gmaj veepogaz am
promoviraj kroz gubitak gikane pos!l j edi | no sni gavanj.e ener ge

Pomicanje zavojnice E simulacijamamHRPp o | i nj e pr i 318Ketmgaer at ur
karakterizira promjena u tercijarnoj strukturi oko aktivhogestate apsolutna retencija
sekundarne struktureOpa gena pgreomj es&l adu s | i teratur nc
raspadom HRP enzima koji se odj&ko intermedijernog korakae-molten globulalol i j e g

prijelaza dolazi temperaturnom rasponu od 313 K do 323 K°@@io 50°C) [58:
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6. Zahvale

Za p o Vebko lavdda Antunu na izvrsnom mentorstvu, strpljefijanstruktivnim kritikama, i

toleriranju kasnonoinih kvazi koh e Amgmeitnaugbdnomai | ov .
radnoj at mosfer.i i povr emen elike zghealwori oi f essao rtue hBneir kt aol
prilici za izradu ovog rada, uvi Lanju eventualr

i s p azaninljiim predavanjima, i izanom mentorstvuZa kraj, hvala roditeljima na uvjetima; a

najvige hvala baki i dedi na kasnim velerama, po
pomoili koje su mi omoguliile da se bavim ®oime |
il indirektno, vige il:@i manj e pridonijele izrad
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8. Sagetak

SAGETAK
Sveuliligte u Zagrebu
Prirodoslovhemat emat i | ki fakul t et

Kemijski odsjek

Insilicoi stragivanje utjecaja glik

rekombinantni enzim peroksidaza hrena

Matej Kogil

Zavod za fizikalnu kemiju

Horvatovac 102a, Zagreb, Hrvatska

Provedeno | e i sdikozlagije kaon jutiecajaMariellovihamutacip (razvijenih u svrhu
kor i gt e nppraksidamhzenanjldRPkao biosenza@) na enzimHRP te njegow temperaturnistabilnost
Provedenge osam simulacija molekulske dinamjleyakau trajanju od 500 ngylikoziliranih oblika divljeg tipa
i mutirarog oblika HRP pri temperaturamadabranim na temelju dostupnih eksperimentalnih podagkak,
318 K, 333 Ki 353 K Pored togaprovedene su i simulacijeeglikoziliranog divljeg tipaHRP pri 300 K i
neglikoziliranog rekombinantnog tipdRP pri 300 Kt a k o L e u trafanjuadd &00 nsPredstavljenge i
opisana metoda anadizrajektorija nazvanemapa trajektorija (englTrajectory Map za koju je u sklopu ovog
rada napisana skripta u programskom je#thon, uz koju suatk oL er provedene i uobil aj
trajektorijaAnal i zom si mul acija utvrlen je utjecaj gh,i kozil a
kaoi utjecaj mutacija na enzim i na njegotemperaturnu stabilnodta temelju rezultata simulacija i usporedbe
s eksperimental no do semehamzanmpromjere a tercijanzoj spuktaridkado e dgnj enj e
literaturnodostupnogpodak a o i ntermedijernom stanju termred kog r as

molten globule
(47 stranica, 25 slika, 36 literaturna navoda, izvornik na hrvatskom jeziku)

K1 j ul n eperoksigaealhiendiosenzor molekulska dinamika, mapa trajektorijamperaturna stabilnost

enzima HRP

Mentor: pr of . dr . sc. Branimir Bertoga

Matej Kogil



9. Summary 49

9. Summary

SUMMARY
University of Zagreb
Faculty of Science

Department of Chemistry

In silico study of the effects of glycans and mutationsnoa

recombinant enzyme horseradish peroxidase

Matej Kogil

Division of Physical Chemistry

Horvatovac 102a, Zagrelgroatia

The goal of the presentedsearchwas to studythe effects ofglycosylation as well adMartell mutations
(developedor the purpose of using horseradish peroxid&tieP) enzyme as biosenzorin proteinfragment
complementation assgly on the enzymend it thermalstability. Molecular dynamics (MD) simulationghe
duration of 500 n)f eightsygems were conductedild and recombinant tyef HRPat different temperatures
selectedin accordance wittavailable experimental dat800 K, 318 K, 333 K, and 353.Kn addition, MD
simulatiors of deglycosylateavild type andrecombinant typef HRP at300 Kwere conductedA novel method
of trajectoryanalysigmadeusing custonscripts for Python programing languagesdeveloped in the frame of
this study(it r aj ect or y) amagedalanysdesyasdardt@jectory analysis methodsEffects of
glycosylationon the wildtype and the recombinant typef HRP were determinedas well as the effects of
mutations on the enzynamd itsthermalstability. Finally, a change in tertiary structure around the catabginter
of the enzyme was presented and described in détat conformationathange and its respectivweolecular
mechanisnwasproposeds a theoretical explanatior a literary experimental result that describes the thermal
unfolding oftheHRP enzyme as a twestep process involving an intermediate state referenced in literature as pre

molten globulestate
(47 pages 25figures 36referencesthe original of Croatiah

Keywords: HorseradishPeroxidase,Proteinfragment ComplementationAssay, MolecularDynamics, Pre-

MoltenGlobule, TrajectoryMap

Mentor: Dr . Brani mir Bertoga
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10. Dodatak

Dodatak 1.K o r i Brtoej nail mol ekul a v.ode za program VMD
set output[ open "353 5a his.dat" w]

for {set i 1 }{ $i < 501 }{incri}{

set sel [atomselect top "name OH2 and within 5 of resid 170" frame $i]

puts $output[ $sel num]

}

close S$output

kut ova

Dodatak 2.Kor i gt eni kal kul ator torzijskih
program VMD

set output[ open "diheds w353.dat" w]

for {set i 1 }{ $i < 501 }{incri}{

set vl [measure dihed { 3870 3872 3879 3880} frame  $i]
set v2 [measure dihed { 3880 3879 3881 3885} frame  $i]
set v3 [measure dihed { 3879 3881 3885 3893} frame  $i]
set v4 [measure dihed { 3881 3885 3893 3894} frame  $i]
set v5 [measure dihed { 3894 3893 3895 3897} frame  $i]
set v6 [measure dihed { 3893 3895 3897 3906} frame  $i]
set v7 [measure dihed { 3895 3897 3906 3907} frame  $i]
set v8 [measure dihed { 3907 3906 3908 3910} frame  $i]
set v9 [measure dihed { 3906 3908 3910 3916} frame  $i]
set v10 [measure dihed { 3908 3910 3916 3917} frame  $i]
set vl1l [measure dihed { 3917 3916 3918 3920} frame  $i]
set v12 [measure dihed { 3916 3918 3920 3930} frame  $i]
set v13 [measure dihed { 3918 3920 3930 3931} frame  $i]

puts S$output

}

close S$output

# source ../../diheds/diheds.txt

"$v1|$v2|$v3|$v4|BV5|Sv6|Sv7|$v8| VI $v10|$v1L|$v12|$v13"

Mat e]



10. Dodatak 51

Dodatak 3.Kor i gt ena s kr i prermenskesovisnagsi @aldiu] igme f mwlae k u |

oko regija od interesaa temelju skripte za VMD (dodatak g programski jezik Python.
# -*- coding: utf -8 -*-

nnn

Created on Sat Jan 29 14:07:45 2022

@author: mtjkzc

nnn

HH##HE  water counter  ##HH#H

import numpy as np
import pandas as pd
from numpy import loadtxt

import  matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)
filel = "../wat_dat/300_5a_as38.dat"

file2 = "./wat_dat /318 5a_as38.dat"

file3 = "./wat_dat/333_5a_as38.dat"

file4 = "./wat_dat/353 5a_as38.dat"

titlel = "Broj molekula vode 5 A od hema i 38"
savefigl = "../figs/w_water_5A_as38.png"
size = 800

1 = "300K"

2 = "318 K"

I3 = "333K"

4 = "353 K"

W A A R R A R R A R A TR R
WA

ax = plt . subplot( 111)

linesl = loadtxt(filel, comments ="#" |, delimiter ="" ,unpack =False )
dfl = pd. DataFrame(linesl)

yl=dfi[ 0]

lines2 = loadtxt(file2, comments ="#" , delimiter ="" ,unpack =False )
df2 = pd. DataFrame(lines2)

y2=df2[ 0]

lines3 = loadtxt(file3, comments ="#" , delimiter ="" ,unpack =False )
df3 = pd. DataFrame(lines3)

y3=df3[ 0]
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lines4 = loadtxt(file4, comments ="#" , delimiter ="" ,unpack =False )
df4 = pd. DataFr ame(lines4)
y4=df4[ 0]
X = np. array(np . arange( O, 500, 1))
avg = 15
yla = yl. rolling(avg) . mean()
y2a = y2. rolling(avg) . mean()
y3a = y3. rolling(avg) . mean()
yda = y4. rolling(avg) . mean()
colorl = "greenyellow"
color2 = "limegreen”
color3 = "green"
color4 = "darkolivegreen"
plt . plot(x,y1, linewidth =0.3 , color =colorl, label = 11)
plt . plot(x,y2, linewidth =0.3 , color =color2, label = 12)
plt . plot(x,y3, linewidth =0.3 , color =color3, lab el = 13)
plt . plot(x,y4, linewidth =0.3 , color =color4, label = 14)
ax. legend(loc  ='upper left' ,

fancybox =True , shadow =True , prop ={'size' 751}
plt . plot(x,yla, linewidth =1, color =colorl, label = 11)
plt . plot(x,y2a, linewidth =1, color =color2, label = 12)
plt . plot(x,y3a, linewidth =1, color =color3, label = 13)
plt . plot(x,y4a, linewidth =1, color =color4, label = 14)
ax. set xlim( 0, 500)
plt . yticks(np . arange( 0, 40,step =2))
plt . xticks(np . arange( 0, 550, step =50))
plt . title(titlel)
ax. set y lim( 0)
plt . xlabel( "t/ns" )
plt .ylabel (  "Broj molekula vode" )
ax. yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 1))
ax. xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 10))
plt . savefig(savefigl, dpi = size)
Matej Kogil
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Dodatak4. Kor i gt ena s kr i pprorajena tarzijskinh kutovha tengeljuasiritey a
za program VMD(dodatak 2) zaprogramskiezik Python.

# -*- coding: utf -8 -*-

nnn

Created on Sat Jan 29 14:07:45 2022

@author: mtjkzc

nnn

import numpy as np
import pandas as pd
from numpy import loadtxt

import  matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)
filel = "diheds_w300.dat"

file2 = "diheds_w318.dat"

file3 = "diheds_w333.dat"

filed = "diheds_w353.dat"

savefig = "../figs/w_dihed_12.png"

num = 12

avg = 15

W A R R R R T BT T
WA

matrixl = loadtxt(filel, comments ="#" , delimiter ="I" ,unpack =False )
matrixl = np. transpose(matrix1)
matrix2 = loadtxt(file2, comments ="#" , delimiter ="I" ,unpack =False )
matrix2 = np. transpose(matrix2)
matrix3 = loadixt( file3, comments ="#" , delimiter ="I" ,unpack =False )
matrix3 = np. transpose(matrix3)
matrix4 = loadtxt(file4, comments ="#" , delimiter ="' ,unpack =False )
matrix4 = np. transpose(matrix4)

HHHHHHHHHHHHHHHHHHH A H A H A A H A H A A A H A H A
HHH A H A A T A A T A T A A

SR

graphl = matrix1[num,:]
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graph2 = matrix2[num,:]
graph3 = matrix3[num,:]

graph4 matrix4[num;:]

pd. DataFrame(graphl)
pd. DataFrame(graph?2)
y3 pd. DataFrame(graph3)
y4 pd. DataFrame(graph4)
yla = yl. rolling(avg) . mean()
y2a = y2. rolling(avg) . mean()
y3a = y3. rolling(avg) . mean()
yda = y4. rolling(avg) . mean()

yl
y2

colorl = "greenyellow"

color2 = "limegreen”

color3 = "green"

color4 = "darkolivegreen"

ax2 = plt . subplot( 111)

ax2 . axhline( 0, color = "gray" , linewidth = 0.3, linestyle ="--")

ax2 . plot(graph4, linewidth = 0.4 , color = color4,label = "353 K"
ax2 . plot(graph3, linewidth = 0.4 , color = color3,label = "333 K"
ax2 . plot(graph2, linewidth = 0.4 , color = color2,label = "318 K"
ax2 . plot(graphl, linewidth = 0.4 , color = colorl,label = "300 K"

~— N —~ ~—~

ax2. set_ylim( -180, 180)

ax2. set xlim( 0, 500)

ax2 . set_yticks(np . arange( -180, 190, step =30))
ax2 . set_xticks(np .arange( 0, 501, step =50))

ax2 . yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 10))

ax2 . xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 10))

ax2 . set_ylabel ( rs \theta \ / \circ$' )

ax2 . set_xlabel ( "t/ ns" )

plt . legend( bbox_to_anchor =(0.45, -0.08, 0, 0),shadow = True , ncol
fontsize = 6)

plt . savefig(savefig, dpi = 800, bbox_inches ='tight' )

4]
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Dodatak 5 Ko r i gt ena s Rggrafova aa temalju ixvgatosekieldobivene
GROMACS programom, za programski jezik Python.

- *- coding: utf -8 -*-

||||||

Created on Sat Jan 29 10:32:09 2022

@author: mtjkzc

import numpy as np

from numpy import loadtxt

import pandas as pd

import  matplotlib.pyplot as plt

from pandas import Series

import  matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)

path = "../xvg/"
filename = "w300K_gyr.xvg"

file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@"
try :
while i = limit:
#reader(i, data)
read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):

i=i+1

while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1

else :
print ~ ("end" )

i=i+1
except IndexError : pass

i =0
limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :

while i <= limit:

data = data .iloc[ 14:] #-----mrmmmmmm
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line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,".," )
line = line .replace( ",,,,." )
line = line .replace( ".." ,"" )
line = line .replace( "." ,"" )
line = line .replace( ", ,")" )
line = line[ 1]
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ("Reading row:" i)
except IndexError I pass
coords = coords .str .split( " ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )

x1 = coords[:;, 0] / 1000
yl = coords[:;, 1]
xal = coords[;, 0] / 1000
yal = coords[;, 2]
xbl = coords[;, 0] / 1000
ybl = coords[;, 3]
xcl = coords[;, 0] / 1000
ycl = coords[;, 4]

path = "../xvg/"
filename = "w318K_gyr.xvg"
file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@"
try :
while i = limit:
read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):
i=i+1
while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1
else :
print ~ ("end" )
i=i+1
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except IndexError : pass
data = data .iloc[ 14:]

i =0
limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :
while i <= limit:
line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,"" )
line = line .replace( ",,,,," )
line = line .replace( ",,,," )
line = line .replace( ",," ,"" )
line = line .replace( ",," ,")" )
line = line[ 1]
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ("Reading row:" , )
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( "" ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )
X2 = coords[:;, 0] / 1000

y2 = coords[:;, 1]
xa2 = coords[;, 0] / 1000
ya2 = coords[;, 2]
xb2 = coords[;, 0] / 1000
yb2 = coords[;, 3]
xc2 = coords[;, 0] / 1000
yc2 = coords[:, 4]

path = "../xvg/"
filename = "w333K_gyr.xvg"
file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@"
try :
while i = limit:
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read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):

i=i+1
while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1
else :
print ~ ("end" )
i=i+1
except IndexError : pass
data = data .iloc[ 14:]
i =0
limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :
while i <= limit:
line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,")" )
line = line .replace( ",,,,," )
line = line .replace( ",,,," )
line = line .replace( "," ,"" )
line = line .replace( "," ,")" )
line = line[ 1]
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ("Reading row:" , )
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( "" ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )
x3 = coords[:;, 0] / 1000
y3 = coords[:;, 1]

xa3 = coords[:;;, 0] / 1000
ya3 = coords[:;, 2]
xb3 = coords[:;;, 0] / 1000
yb3 = coords[:;, 3]
xc3 = coords[:;;, 0] / 1000
yc3 = coords[:;, 4]
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path = "../xvg/"
filename = "w353K_gyr.xvg"
file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@"
try :
while i = limit:
read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):
i=i+1
while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1
else :
print  ("end" )
i=i+1
except IndexError : pass
data = data .iloc[ 14:]
i =0
limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :
while i <= limit:
line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,"," )
line = line .replace( ",,,,," )
line = line .replace( ",,,," )
line = line .replace( ",," ,"" )
line = line .replace( ",," ,")" )
line = line[ 1]
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ( "Reading row:" , )
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( """ ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )
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x4 = coords[;, 0] / 1000

y4 = coords[:;, 1]

xa4 = coords[:;;, 0] / 1000

ya4 = coords[:;, 2]

xb4 = coords[:;;, 0] / 1000

yb4 = coords[:;, 3]

xc4 = coords[:;;, 0] / 1000

yc4 = coords[:;, 4]

avg = 15

ylx = pd. Series(data =yl)

y2x = pd. Series(data =y2)

y3x = pd. Series(data =y3)

y4x = pd. Series(data =y4)

ylx = yix. rolling(avg) . mean()

y2x = y2x. rolling(avg) . mean()

y3x = y3x. rolling(avg) . mean()

y4x = y4x. rolling(avg) . mean()

title = "c"

xlabel = "t/ns"

ylabel = "Rg/nm"

size = 800

savefig = "../[figs/w_gyr_master.png"
legend_loc = "upper left"

colorl = "greenyellow"

color2 = "limegreen"

color3 = "green"

color4 = "darkolivegreen"

plt . plot(x1,y1x, linewidth = 1, color
plt . plot(x2,y2x, linewidth = 1, color
plt . plot (x3,y3x, linewidth = 1, color
plt . plot(x4,y4x, linewidth = 1, color
plt . plot(x1,y1, linewidth = 0.3, color
plt . plot(x2,y2, linewidth = 0.3, color
plt . plot (x3,y3, linewidth = 0.3, color
plt . plot(x4,y4, linewidth = 0.3, color
plt . xlabel(xlabel)

plt . ylabel (ylabel)

colorl, label
color2, label
color3, label
color4, label

colorl, )
color2,)
color3,)
color4,)

"300 K"
"318 K"
"333 K"
"353 K"

~— N N

Mat e]
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plt . yticks(np .arange( 1.94 , 2.11 ,step =0.01))
plt . xticks(np . arange( 0, 550, step =50))

ax = plt . subplot( 111)

ax. set_ylim( 1.95)

#ax.set_xlim(0)

ax. yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 0.005 ))

ax. xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 5))

legend = plt .legend(loc = legend loc, fancybox =True , shadow =True)
plt . savefig(savefig, dpi =size)

HHHHHAHHHHH A A
HHHHAH

Dodatak6.Kor i gt ena skripta za i zr datbtekeobi®ie gr af ov

GROMACS programom, za programski jezik Python.

# -*- coding: utf -8 -*-

||||||

Created on Sat Jan 29 10:32:09 2022

@author: mtjkzc

import numpy as np

from numpy import loadtxt
import pandas as pd

import  matplotlib.pyplot as plt
from pandas import Series
import  matplotlib.pyplot as plt
from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)
path = "../xvg/"
filename = "w300K_rmsd.xvg"
file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@TYPE xy"
try :

while i != limit:

#reader(i, data)
read = dataframe . iloc]i]
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if  marker in str (read):
i=i+1
while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1
else :
print ~ ("end" )
i=i+1
except IndexError : pass
data = data .iloc[ 2]

i =0

limit = len (dataframe)

coords = pd. Series()

try :

while i <= limit:

line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,")" )
line = line .replace( ",,.,."
line = line .replace( ",," ,""
line = line .replace( "“,,," ,"" )
line = line .replace( "," ,"" )

line = line[ 1]

coords = coords . append(pd . Serie
i =i +1
print ("Reading row:" , )
except IndexError . pass
coords = coords . str .split( """ ,expand
coords = np. array(coords, dtype = float
x1 = coords[:;, 0] / 1000
yl = coords[:;, 1] * 10

path = "../xvg/"

filename = "w318K_rmsd.xvg"

file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )

dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()

i =0

limit = len (dataframe) + 1

s(line))

= True )

)

Matej Kogil



10. Dodatak

63

marker = "@TYPE xy"

try :
while i = limit:
#reader(i, data)

i=i+1

print (i)

i =i +1
else :

i=i+1
except IndexError : pass

while i I=limit:
data = data . append(read)

data = data .iloc[ 2:] #---—----

read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):

read = dataframe . iloc]i]

print ~ ("end" )

i =0
limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :
while i <= limit:
line = data . ilocfi]
line = line .replace( "" ,"" )
line = line .replace( ",,,.." M)
line = line .replace( ",,,." )
line = line .replace( "," ,"" )
line = line .replace( ",," ,".," )
if 1 ==
line = line[ 1:] #----mmmmmmmmrmrm
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ( "Reading row:" , )
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( """ ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )
x2 = coords[:, 0] / 1000
y2 = coords[:, 1] * 10
B R HHHHHHHH B HH T H#
AT T
path = "../xvg/"
filename = "w333K_rmsd.xvg"
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file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@TYPE xy"
try :
while i = limit:
#reader(i, data)
read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):
i =i+1
while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . ilocfi]
i =i +1
else :
print ~ ("end" )
i =i+1
except IndexError : pass
data = data .iloc[ 2:] #---mmmmmmmmmm
i =0
limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :
while i <= limit:
line = data . iloci]
line = line .replace( "" ,"" )
line = line .replace( ",,,,," )
line = line .replace( ",,,." )
line = line .replace( "," ,"" )
line = line .replace( ",," ,".," )
if 1 ==
line = line[ 1:] #----mmmmmmmmrmrm
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ( "Reading row:" , )
except IndexError pass
coords = coords . str . split( ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )
x3 = coords[:, 0] / 1000
y3 = coords[;, 1] * 10
HHAH R AR A HE THIRD
GRAPH#HHH B H A

Ma t

e ]

Kogi |



10. Dodatak 65
path = "../xvg/"

filename = "w353K_rmsd.xvg"

file = str (str (path) + str (filename))

xvg_file = open(file )

dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)

data = pd. Series()

i =0

limit = len (dataframe) + 1

marker = "@TYPE xy"

try :
while i !'= limit:

if  marker in
i =i +1
while i
data
print
read
i =
else :
print
i =i +1

data = data .iloc[ 2:]

i =0

limit = len (dataframe)

coords = pd. Series()

try :

while i <= limit:

line = data .
line = line
line = line
line = line
line = line
line = line
if i ==

i =i +1

except IndexError
coords = coords . str .

read = dataframe . iloc]i]

str (read):

1= limit:

= data . append(read)
0)

= dataframe . iloc]i]
i+ 1

("end" )

except IndexError : pass

ilocfi]

.replace( """ ,")" )

. replace(  ",,,,," "
. replace( ",,,," "

. replace( ",,," ,")" )
. replace( ",,)" ,"" )

line = line[ 1]

print ( "Reading row:" , )

pass
split( )" , expand

coords = np. array(coords, dtype = float

coords = coords . append(pd . Serie s(line))

= True )

)

Matej Kogil



10. Dodatak

66

X4
v4

coords[;, 0] / 1000
coords[:;, 1] * 10

BB AR R AR HH SECOND
GRAPH#HHHHHHHHHHHHHH AR A A HHHHH A

HHHHH A HH A A A
HHHHAH

title = "a)"

xlabel = "t/ns"

ylabel = "RMSD /A"

size = 800

savefig = "../figs/w_rmsd_mas ter.png"

legend_lo = "upper left"

colorl = "greenyellow"

color2 = "limegreen"

color3 = "green"

color4 = "darkolivegreen"

plt . plot(x1,y1, linewidth = 1, color = colorl, label = "300 K" )
plt . plot (x2,y2, linewidth = 1, color = color2, label = "318 K" )
plt . plot(x3,y3, linewidth = 1, color = color3, label = "333K" )
plt . plot(x4,y4, linewidth = 1, color = color4, label = "353 K" )

#plt.title(title, loc="center")
plt . xlabel(xlabel)

plt . ylabel (ylabel)
plt . yticks(hnp .arange( 0, 4.5,step =0.5))
plt . xticks(np . arange( 0, 550, step =50))

ax = plt . subplot( 111)
ax. set_ylim( 0)
#ax.set_xlim(0)

ax. yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 0.05))

ax. xaxis . set_minor_locator( MultipleLocator( 5))

legend = plt .legend(loc = legend_loc, fancybox =True , shadow =True )

plt . savefig(savefig, dpi =size)

e e e e e e e e e e e e e e

Dodatak7.Kor i gt ena skripta za izradu RMSF
GROMACS programom, za programski jezik Python.

# -*- coding: utf -8 -*-

nnn

Created on Sat Jan 29 10:32:09 2022

Matej Kogil
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||||||

import

1 =0
limit

try :

except
data

i =0
limit
coords
try :

dataframe
data = pd. Series()

marker

@author: mtjkzc

numpy as np

xvg_file = open(file )
= pd. DataFrame(xvg_file)

= len (dataframe)
= "@TYPE xy"

while i = limit:

#reader(i, data)

+ 1

read = dataframe . ilocfi]

if  marker in
i=i+1
while i
data
print
read
i =
else :
print
i =i +1

str (read):

1= limit:
= data . ap

@)

from numpy import loadtxt

import pandas as pd

import  matplotlib.pyplot as plt

from pandas import Series

import  matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)
path = "../xvg/"

filename = "w300K_rmsf.xvg"

file = str (str (path) + str (filename) )

pend(read)

= dataframe . iloc]i]

i+ 1

("end" )

IndexError : pass

= data .iloc[ 1]

= len (dataframe)
= pd. Series()

while i <= limit:

line
line
line
line
line
line
if

= data .
= line
= line
= line
= line
= line
i == 0 :

ilocfi]

. replace(
. replace(  ",,,,)"
. replace( ",,,,"
. replace( ",,,"
. replace( ","

Mat e]
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line = line[ 0] #--—--mrmmmmmmmmrmm
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ( "Reading row:" o)
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( " ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )

x1 = coords[:;, 0]
yl = coords[;, 1] * 10

BB AR R R AR HH SECOND
GRAPH#HHHHHHHHHHHHHHH AR A HHHHH A

path = "../xvg/"
filename = "w318K_rmsf.xvg"
file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@TYPE xy"
try :
while i = limit:

#reader(i, data)
read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):

i=i+1

while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1

else :
print ~ ("end" )

i=i+1
except IndexError : pass

data = data .iloc[ 1:] #------mrmmmem

i =0
limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :
while i <= limit:
line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,")" )
line = line .replace( ",,." )
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line = line .replace( ",,,," M)
line = line .replace( ",," ,"" )
line = line .replace( ",," ,")" )
if i ==
line = ling[ 0:] #-rmmmmmmmmr
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print  ( "Reading row:" o)
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( " ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )

x2 = coords[:;, 0]
y2 = coords[:;, 1] * 10

B R R R R
WA

path = "../xvg/"

filename = "w333K_rmsf.xvg"

file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )

datafra me = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()

i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@TYPE xy"
try :
while i = limit:
#reader(i, data)
read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):
i =i +1
while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1
else :
print ~ ("end" )
i =i +1
except IndexError : pass

data = data .iloc[ 1:] #------mmmmem

limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()

try :
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while i <= limit:
line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,"" )
line = line .replace( ",,,,," )
line = line .replace( ",,,," )
line = line .replace( ",," ,"" )
line = line .replace( ",," ,")" )
if i =20:
line = line[ 0]
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print  ( "Reading row:" )|
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( "" ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )
x3 = coords[:;, 0]
y3 = coords[:;, 1] * 10
path = "../xvg/"
filename = "w353K_rmsf.xvg"
file = str (str (path) + str (filename))
xvg_file = open(file )
dataframe = pd. DataFrame(xvg_file)
data = pd. Series()
i =0
limit = len (dataframe) + 1
marker = "@TYPE xy"
try :
while i = limit:
read = dataframe . iloc]i]
if  marker in str (read):
i=i+1
while i = limit:
data = data . append(read)
print (i)
read = dataframe . iloc]i]
i =i +1
else :
print ~ ("end" )
i=i+1
except IndexError : pass

data = data .iloc[ 1]

=0
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limit = len (dataframe)
coords = pd. Series()
try :
while i <= limit:
line = data . iloc]i]
line = line .replace( "" ,"" )
line = line .replace( ",,,,," )
line = li ne.replace( ",,,," )
line = line .replace( ",," ,"" )
line = line .replace( ",," ,")" )
it i ==
line = line[ 0]
coords = coords . append(pd . Series(line))
i =i +1
print ("Reading row:" , )
except IndexError . pass
coords = coords .str .split( "" ,expand = True )
coords = np. array(coords, dtype = float )
x4 = coords[:;, 0]
y4 = coords[:;, 1] * 10
title = "b)"
xlabel = "Aminokiselinski ostatak"
ylabel = "RMSF /A"
size = 800
savefig = "../[figs/w_rmsf_master.png"
legend_loc = "upper left"
colorl = "greenyellow"
color2 = "limegreen"
color3 = "green"
color4 = "darkolivegreen"
plt . plot(x1,y1, linewidth = 1, color = colorl, label
plt . plot(x2,y2, linewidth = 1, color = color2, label
plt . plot(x3,y3, linewidth = 1, color = color3, label
plt . plot(x4,y4, linewidth = 1, color = color4, label
plt . xlabel(xlabel)
plt . ylabel (ylabel)
plt . yticks(np . arange( 0, 8,step =0.5))

plt . xticks(np . arange( 0, 308, step
ax = plt . subplot( 111)

=20))

"300 K"
"318 K"
"333 K"
"353 K"

~— N N

Matej Kogil



10. Dodatak

72

#ax.set_ylim(0)
ax. set_ xlim( 0, 308)

ax. yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 0.1))

ax. xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 5))

legend = plt .legend(loc = legend loc, fancybox =True , shadow =True)
plt . savefig(savefig, dpi =size)

HHHHH A HH A A A

Dodatak 8.G| a v n a kkaptaizagizraslunnaapa trajektorije na temelju postupka
opisanog u poglavlju 3.3. za programski jezik Python.

import numpy as np
import pandas as pd

impo rt matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)

import  timeit

start_all = timeit . default_timer()

preprocess = True

save = True

save_name = "data/w300.csv"

load = False

load name = "name.csv"

map_type = "first step" #first step, previous step

path = "./data/"

filename = "w300.pdb"

savefig = "figs/w300"

residues = 308

#HHH##E ---  Importing data from pdb file

St L B L L B

file = str (path) + str (filename)

if preprocess == True
print  ( "Preprocess:" , preprocess)
start_all = timeit . default_timer()
start_read = timeit . default_timer()
dataframe = pd. DataFrame( open(file ))

data = pd. Series()

i =0
limit = len (dataframe)
try :
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while i <= limit:

line = dataframe . iloc]i]
line = line .replace( "" ,""
line = line .replace( ",,,,."
line = line .replace( ",," ,""
line = line .replace( *"," ,""
line = line .replace( "," ,"'"
data = pd. concat([data, line], axis
i =i +1
print ("Reading row:" i)

except IndexError pass

data = data .str .split( "," ,expand

stop_read = timeit . default_timer()

,regex =True)

,regex =True)
,regex =True)

,regex =True)
,regex =True)

=0, join  ="outer" )

= True )

print ("Reading time: " , (start_read - stop_read) [/ 60 , "min" )
start_calc = timeit . default_timer()
graph_data = pd. DataFrame()
limit = len (data)
atom = "ATOM"
end = "END"
time = 0
N = 14
CA=C=12
O =16
a==o6
b =7
c =8
i = 1235
h =1
try :
while i < limit:
if atom in data . iloc]i, 0]:
residue = data . iloc]i, 5]
print ("Row:" ,i, ";Step:" , time, " Residue: "
residue)
if int (residue) == 213 :
x_i2 = float (data . iloc[i,a])
y_ i2 = float (data . iloc]i,b])
z i2 = float (data . iloc]i,c])
x_i1 = float (data .iloc[i +3,a])
y_ i1 = float (data .iloc[i +3,b])
z i1 = float (data .iloc[i +3,c])
x_i3 = float (data .iloc[i +1,a])
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y i3 = float (data .iloc[i +1,b])

z i3 = float (data .iloc[i +1,c])

x_i4 = float (data .iloc[i +2,a])

y i4 = float (data .iloc[i +2,b])

z i4 = float (data .iloc[i +2,c])

x_h2 = float (data . iloc[h,a])

y h2 = float (data . iloc[h,b])

z h2 = float (data . iloc[h,c])

x_hl = float (data .iloclh +3,a])

y hl = float (data .iloc[h +3,b])

z hl = float (data .iloc[h +3,c])

x_h3 = float (data .iloc[h +1,a])

y h3 = float (data .iloc[h +1,b])

z h3 = float (data .iloc[h +1,c])

x_h4 = float (data .iloclh +2,a])

y h4 = float (data .iloclh +2,b])

z h4 = float (data .iloc[h +2,c])

xecmi = (xil *O + x 2 *N + x i3 *C + x_i4 *C) /
(O+N+CA+C)

yemi = (yil *O+yi2*N+yi3*C+yi4 *C) /
(O+N+CA+C)

zcmi = (zil *O+ zi2 *N+ zi3*C+ z i4 *C) /
(O+N+CA+C)

xcm h = (x hl *O + x h2*N + x h83*C + x h4*C) /
(O+N+CA+C)

ycmh = (yhl *O+y h2*N+ vy h3*C + y h4*C) /
(O+N+CA+C)

zcmh = (zhl*O+ zh2*N+ z h3*C + z h4*C) /
(O+N+CA+C)

value = (((x_cm_i - x.cm_h) *2 +

(y.cm.i - ycm_h)**2 +
(zem_i - zcm_h)*»*2)) **(1/2)
h=h+4
i =i + 4
elif  int (residue) == 308 :

x_i2 = float (data . iloc[i,a])

y_ i2 = float (data . iloc]i,b])

z i2 = float (data . iloc]i,c])

x_ i1 = float (data .iloc[i +3,a])

y_ il = float (data .iloc[i +3,b])
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z il = float (data .iloc[i +3,c])

x_i3 = float (data .iloc[i +1,a])

y i3 = float (data .iloc[i +1,b])

z i3 = float (data .iloc[i +1,c])

x_i4 = float (data .iloc[i +2,a])

y i4 = float (data .iloc[i +2,b])

z i4 = float (data .iloc[i +2,c])

x_i5 = float (data .iloc[i +4,a])

y i5 = float (data .iloc[i +4,b])

z i5 = float (data .iloc[i +4,c])

x_h2 = float (data . iloc[h,a])

y h2 = float (data . iloc[h,b])

z h2 = float (data . iloc[h,c])

x_hl = float (data .iloc[h +3,a])

y hl = float (data .iloc[h +3,b])

z hl = float (data .iloc[h +3,c])

x_h3 = float (data .iloc[h +1,a])

y h3 = float (data .iloc[h +1,b])

z h3 = float (data .iloc[h +1,c])

x_h4 = float (data .iloclh +2,a])

y_h4 = float (data .iloclh +2,b])

z h4 = float (data .iloc[h +2,c])

x_h5 = float (data .iloc[h +4,a])

y_h5 = float (data .iloclh +4,b])

z h5 = float (data .iloc[h +4,c])

xemi = (xil *O + x i2 *N + x i3 *C + x_i4 *C + x_i5 *O)
[/ (O+N+CA+C+0O)

yemi = (yil *O+yi2*N+yi3*C+yi4d*C+ yi5 *0O)
| (O+N+CA+C+0O)

zcmi = (zil *O+ zi2*N+ zi3*C+ z_i4 *C + z_ i5 *0)
| (O+N+CA+C+0O)

xcm h = (x h1 *O + x h2*N + x h3*C + x h4*C + x _h5*0)
| (O+N+CA+C+0O)

ycm h = (yhl *O+ y h2*N + y h3*C + y h4*C + y h5*0)
| (O+N+CA+C+0O)

zcmh = (zhl *O+ zh2*N + z h3*C + z h4*C + z h5*0)
[ (O+N+CA+C+0O)
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value = (((x_cm_i - xcm_h) *2 +
(ycmi - ycmh)*»*2 +
(zecmi - zcm h)y*»*2)) **(1/2)

i =i 5

h=h+5

else :

x_i2 = float (data . iloc[i,a])

y i2 = float (data . iloc]i,b])

z i2 = float (data . iloc]i,c])

x_il = float (data .iloc[i +3,a])

y il = float (data .iloc[i +3,b])

z i1 = float (data .iloc[i +3,c])

x_i3 = float (data .iloc[i +1,a])

y i3 = float (data .iloc[i +1,b])

z i3 = float (data .iloc[i +1,c])

x_i4 = float (data .iloc[i +2,a])

y i4 = float (data .iloc[i +2,b])
z i4 = float (data .iloc[i +2,c])

x_h2 = float (data . iloc[h,a])
y h2 = float (data . iloc[h,b])
z h2 = float (data . iloc[h,c])

x_hl = float (data .iloclh +3,a])
y _hl = float (data .iloclh +3,b])
z hl = float (data .iloc[h +3,c])

x_h3 = float (data .iloc[h +1,a])
y _h3 = float (data .iloclh +1,b])
z h3 = float (data .iloclh +1,c])

x_h4 = float (data .iloclh +2,a])
y_h4 = float (data .iloclh +2,b])
z h4 = float (data .iloc[h +2,c])

xcem_i = (xi1l *O+ x i2 *N + x i3 *C + x_i4 *C) /
(O+N+CA+C)

yemi = (yil *O+yi2*N+yi3 *C+ yid*C) /
(O+N+CA+C)

zcmi = (zil *O+ zi2 *N+ z i3 *C + z_ i4 *C) /
(O+N+CA+C)

xcm_h = (x h1 *O + x h2*N + x h3*C + x h4*C) /
(O+N+CA+C)
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ycm_h = (y_hl *O+ y h2*N + y h3*C + y h4*C) /
(O+N+CA+C)
zcmh = (zhl *O+ zh2*N + z h3*C + z h4*C) /
(O+N+CA+C)
value = (((x_cm_i - xcm_h) *2 +
(ycmi - ycm.h)*»*2 +
(zecmi - zcm h)y*»®*2)) **(1/2)
h=h+4
i =i + 4
coords = pd. DataFrame([residue, time, value])
coords = coords . transpose()
graph_data =
pd. concat([graph_data,coords],axis =0,join ="outer" )
elif  end in str (data . iloc]i, 0]):
print (" --------- Finished step " , time, " ")
time = time + 1
i =i +1
if  map_type == "previous step”
h=h+1
elif  map_type == "first step"
h =1
except IndexError pass
stop_calc = timeit . default_timer()
print (" Calculation time: " , (start_calc - stop_calc) / 60 , "min" )
if save == True:
graph_data . to_csv(save_name)
print ("Saved graph_data to: " ,save_name)
else :
print ("---- did not save graph_data - ")
else :
print ( "Preprocessing: " ,preprocess)
start_trcb = timeit . default_timer()
if load == True:
print ("Loading data: " , load_name)
graph_data = open (load_name)
graph_data = pd. Series(graph_data)
graph_data = graph_data .str .split( "," ,expand = True)
graph_data = graph_data . iloc[:, 1]
else :
print ( "load data - OFF")
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time = graph_data .iloc[ len (graph_data) - 10, 1]
graph_data = graph_data . set index(np . arange( O,
len (graph_data), step = 1))
matrix = pd. DataFrame(data =None,
index = np. arange( int (time) +1, 0, -1),
columns = np. arange( O, int (residues) + 1,1))
k =0
try :
while k <= len (graph_data) :

X = int (graph_data .iloclk, 0])

y = int (graph_data .iloclk, 1])

z = float (graph_data .iloc[k, 2])

matrix . iloc[y,X] =z

print ( "Transcribing row: " , K

k =k +1
except IndexError pass
matrix = np. array(matrix . iloc[:, 1:], dtype = "float64" )
stop_trch = timeit . default_timer()
stop_all = timeit . default_timer()
print ( "Transcribing time: " , (start_trcb - stop_trcb) / 60 , "s")
print (" ")
print ("Total time:" , (start_all - stop_all) [/ 60 , "min" )
matrix = np. transpose(matrix)
print  ("Preprocessing status: " , preprocess)
print ("Map type:" , map_type)
print  ("PDB file used: " , file )
print  ("Save status: " , save, "» Save name:" , Save_name)
print  ("Load status: " , load, "» Load name:" , load_name)
print ("Savefig: " , savefig)
xlabel = "Aminokiselinski ostatak"
ylabel = "t/ns"
custom_legend = True
vmin = 0
vmax = 7
size = 800
cmap = "magma"
aspect = "auto"
title_ = filename
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title = str ( str (title ) + "" + str (map_type) + str ("" ) +
str ("TrajMap" ))
ax = plt . subplot( 111)
if custom_legend == True
print  ("Custom legend paramters: " , vmin, "to" , vmax)
plt . imshow(matrix, cmap = cmap, vmin = vmax, vmax = vmin, aspect =
aspect)
else :
plt . imshow(matrix, cmap = cmap, aspect = aspect)
print ( "Default legend parameters" )
ax. set_title(title)
ax. invert_yaxis()
plt . colorbar( label = "Pomak /A" |, fraction =0.029 , pad =0.02 )
plt . xticks(np . arange( 0, 525, step =25), fontsize =7)
plt . yticks(np . arange( 0, 307,step =25), fontsize =7)
ax. yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 5))
ax. xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 5))
plt . ylabel(xlabel)
plt . xlabel (ylabel)
plt . savefig(savefig ,dpi = size, bbox_inches ='tight' )
Dodatak 9. Kor i gt ena skripta za izradu razl:.

dobivene skriptom iz dodatka 8, za programski jezik Python.

import numpy as np

import pandas as pd

import  matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  ( MultipleLocator)

def Converter (file ,residues):

graph_data = open(file )

graph_data = pd. Series(graph_data)

graph_data = graph_data .str .split( "," ,expand = True)
graph_data = graph_data . iloc[:, 1]

time = graph_data .iloc[ len (graph_ data) - 10, 1]

graph_data = graph_data . set index(np . arange( O,
len (graph_data), step = 1))
matrix = pd. DataFrame(data =None,
index = np.arange( int (time) +1, 0, -1),
columns = np. arange( O, int (residues) + 1,1))
k =0
try :

while  k <= len (graph_data) :

Matej Kogil
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X int (graph_data .iloclk, 0])
y int (graph_data .iloclk, 1])
z float (graph_data .iloclk, 2])
matrix . iloc[y,X] =z
print  ( "Transcribing row " k,  file )
k =k +1

except IndexError : pass

matrix = np. array(matrix . iloc[:, 1:], dtype = "float64" )
return  (matrix)

HHHHHAHHHHH A A
HHHHAH

hml = "../data/w300.csv"
hm2 = "../data/w318.csv"
hm3 ="../data/w333.csv"

hm4 ="../data/w353.csv"

hm5 ="../data/mut/300.csv"
hm6 ="../data/mut/318.csv"
hm7 ="../data  /mut/333.csv"
hm8 ="../data/mut/353.csv"
number_of heatmaps = 8

save = False

save_file = "filename"

#itle = "split_nogly - native_nogly"

#savefig = "./figs/DRMSTRS split_nogly - splig_gly"

i =0
residues = 308
while i < number_of heatmaps :
if 1 ==
hm_1 = Converter(hml, residues)
print  ("Loaded m1" )

i =i +1
elif i ==
print (" ")
hm_2 = Converter(hm2, residues)
print ("Loaded m2" )
i =i +1
elif i ==
print (" ")
hm_3 = Converter(hm3, residues)
print ("Loaded m3" )
i =i +1
elif i ==
print (" ")

hm_4 = Converter(hm4, residues)
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print ("Loaded m4" )

i =i +1
elif i == 4:
print ("
hm_5 = Converter(hmb5, residues)
print ("Loaded m5" )
i =i +1
elif i ==
print ("
hm_6 = Converter(hm6, residues)
print ("Loaded m6" )
i =i +1
elif i ==
print ("
hm_7 = Converter(hm7, residues)
print ("Loaded m7" )
i =i +1
elif i ==
print ("
hm_8 = Converter(hm8, residues)
print ("Loaded m8" )
i =i +1
matrix = (hm_1 + hm 2 + hm_3 + hm_4 - hm 5 - hm_6 -
matrix = np. transpose(matrix)
if save == True
print  ("Saving the matrix to " , save_file)
pd. DataFrame(matrix) . to_csv(save_file)

print ("Finished" )

savefig = "../figs/average w -m"

title = "razlike prosjeka po temperaturama divlji
xlabel = "Aminokiselinski ostatak"

ylabel = "t/ns"

size = 800

vmin = -9

vmax = 9

cmap = "seismic"

title = str (str ("TragjMap" ) + "" + str (title ))

ax = plt . subplot( 111)

hm_8) / 4

")
")
")
")
hm_7 -
mutirani"”
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plt . imshow(matrix, cmap = cmap, vmin = vmax, vmax = vmin, aspect =
"autO" )
ax. set_title(title)

ax. invert_yaxis()

plt . colorbar( label = "Pomak /A" , fraction =0.029 , pad =0.02)
plt . xticks(np . arange( 0, 501, step =25), fontsize =7)

plt . yticks(np . arange( 0, 308, step =25), fontsize =7)

ax. yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 5))

ax. xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 5))

plt . ylabel( xlabel)

plt . xlabel (ylabel)

plt . savefig(savefig, dpi = size, bbox_inches ='tight' )

B R R R R
B A

Dodatak10.Kor i gt ena skripta za izradu grafova

na temelju .csv datoteke dobivene skriptom iz dodatka 8, za programski jezik Python.

# -*- coding: utf -8 -*-

||||||

Created on Sat Jan 29 14:07:45 2022

@author: mtjkzc

nnn

import numpy as np
import pandas as pd

import  matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)
filel = "../data/w300.csv"

file2 = "../data/w318.csv"

file3 = "../data/w333.csv"

file4 = "../data/w353.csv"

titlel ="Prosjelan pomak-260esi d 250
savefigl = "../figs/w_255_shift.png"

size = 800

[1 = "300 K"

2 = "318 K"

I3 = "333K"

4 = "353 K"
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Min = 250
Max = 260

def converter (file ):

residues = 308

load = True

graph_data = open(file )

graph_data = pd. Series(graph_data)

graph_data = graph_data .str .split( "," ,ex pand = True)
graph_data = graph_data . iloc[:, 1]

time = graph_data .iloc[ len (graph_data) - 10, 1]

graph_data = graph_data . set_index(np . arange( O,
len (graph_data), step = 1))
matrix = pd. DataFrame(data =None,
index = np.arange( int (time) +1, 0, -1),
columns = np. arange( 0, int (residues) + 1,1))
k =0
try :

while k <= len (graph_data) :
X = int (g raph_data .iloclk, 0])
y = int (graph_data .iloclk, 1])
z = float (graph_data .iloclk, 2])

matrix . iloc[y,X] =07

print ( "Transcribing row: " , K

k =k +1
except IndexError : pass
matrix = np. array(matrix . iloc[:, 1:], dtype = "float64" )
matrix = np. transpose(matrix)

return matrix

matrixl] = converter(filel)
matrix2 = converter(file2)
matrix3 = converter(file3)
matrix4 = converter(file4)

ax = plt . subplot( 111)

di pd. DataFrame(data np. arange( 0, 500, 1))
d2 pd. DataFrame(data = np. arange( O, 500, 1))
d3 = pd. DataFrame(data np. arange( 0, 500, 1))
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d4 = pd. DataFrame(data

= np. arange( 0, 500, 1))

def avg gen (matrix, resl, res2, timel, time2, output):

y = matrix[resl:res2,timel:time2]

i =0

while i < len (output) :

output . ilocfi] = np. average(y[:,i])
i =i +1

return  output
yl = avg_gen(matrixl, Min, Max, 0, 500,d1 )
y2 = avg_gen(matrix2, Min, Max, 0, 500, d2)
y3 = avg_gen(matrix3, Min, Max, 0, 500, d3)
y4 = avg_gen(matrix4, Min, Max, 0, 500, d4)
avg = 15
yla = yl. rolling(avg) . mean()
y2a = y2. rolling(avg) . mean()
y3a = y3. rolling(avg) . mean()
yda = y4. rolling(avg) . mean()
colorl = "greenyellow"
color2 = "limegreen"
color3 = "green"
color4 = "darkolivegreen"
ax = plt . subplot( 111)
plt . plot(y1, linewidth  =0.3 , color =colorl, label
plt . plot(y2, linewidth =0.3 , color =color2, label
plt . plot(y3, linewidth =0.3 , color =color3, label
plt . plot(y4, linewidth =0.3 , color =color4, label
ax. legend(loc  ='upper left' ,

fancybox =True , shadow =True , prop

plt . plot(yla, linewidth =1, color =colorl, label
plt . plot(y2a, linewidth =1, color =color2, label
plt . plot(y3a, linewidth =1, color =color3, label
plt . plot(y4a, linewidth =1, color =color4, label
ax. set xlim( 0, 500)
ax. set_ylim( 0)
plt . yticks(np .arange( 0, 8.5 ,step =0.5))

={ 'size'

11)
12)
13)
14)

11)
12)
13)
14)

751
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plt . xticks(np . arange( 0, 550, step =50))
plt . title(title1)

plt . xlabel( "t/ns" )

plt .ylabel ( "Pomak/A" )

ax. yaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 0.1))
ax. xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator( 10))
plt . savefig(savefigl, dpi = size)

HHHHH A HH A A A

Dodatak 11.Modularizirana biblioteka mapa trajektorifamijenjena za daljnju oporabu

koja omoguwl avaa |iiZxroavrni h mapi trajektorija pre
Ova skripta za programski jezik8MPyyodhon je ur
obliku importabilnogokalnogmodula temeljenog nainkcijama

Trajectory Map v2
2022.06.11
Matej Kogil

#Currently works only w a single peptide chain

#Regs: Numpy, Pandas, Matplotlib

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH A HHHHHH A H A HHHH A HHHH A H
HHHH A A A A A A

def pdb2csv (filename, savename, residues):

import numpy as np
import pandas as pd

file = filename

save_name = savename

residues = residues

dataframe = pd. DataFrame( open(file ))

data = pd. Series()

i =0
limit = len (dataframe)
try :
while i <= limit:
line = dataframe . iloc]i]
line = line .replace( "" ,")" ,regex =True)
line = line .replace( ",,,,." , " regex =True)
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line = line .replace( ",," ,")" ,regex =True)

line = line .replace( ",," ,"" ,regex =True)

line = line .replace( ", ,"," ,regex =True)

data = pd. concat ([data, line], axis =0, join  ="outer" )

i =i +1

print  ( "Reading row:" ), "of ", limit, "for" , filename)
except IndexError . pass
data = data .str .split( ", ,expand = True )

graph_data = pd. DataFrame()

limit = len (data)
atom = "ATOM"
end = "END"
time = 0
N = 14
CA=C=12
O =16
a==o6
b =7
c =8
i = int (residues) * 4 + 3
h =1
try :
while i < limit:
if atom in data . iloc]i, 0]:
residue = data . iloc]i, 5]
print ("Calculating: Row: " , i, " Timestep: " , time,
Residue: " | residue)
if int (residue) == residues :
x_i1 = float (data . iloc][i,a])
y_ il = float (data . iloc[i,b])
z_ il = float (data . iloc[i,c])

x_i2 = float (data .iloc[i +1,a])
y_i2 = float (data .iloc[i +1,b])
z i2 = float (data .iloc[i +1,c])

x_i3 = float (data .iloc[i +2,a])
y_ i3 = float (data .iloc[i +2,b])
z i3 = float (data .iloc[i +2,c])

x_i4 = float (data .iloc[i +3,a])
y_i4 = float (data .iloc[i +3,b])
z i4 = float (data .iloc[i +3,c])
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x_i5 *0)

y_i5 *O)

z_i5 *0)

x_h5 * 0)

y_h5*0O)

z_h5*0)

/
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(O+N+CA+C+O)
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coords = pd. DataFrame([residue, time, value])

coords = coords . transpose()
graph_data =
pd. concat([graph_data,coords],axis =0,join ="outer" )
elif end in str (data . iloc]i, 0]):

print (" --------- Finished step " , time, oo ")
time = time + 1
i =i +1
h =1

except IndexError . pass

graph_data . to_csv(save_name)

print ("Saved coordinates from pdb to: " ,Save_name)

def csv2matrix (filename, residues):
import numpy as np
import pandas as pd

graph_data = open (filename)

graph_data = pd. Series(graph_data)

graph_data = graph_data .str .split( """ ,expand = True)
graph_data = graph_data . iloc[:, 1]

time = graph_data .iloc[ len (graph_data) - 10, 1]

graph_data = graph_data . set_index(np . arange( O,
len (graph_data), step = 1))
matrix = pd. DataFrame(data =None,
index = np.arange( int (time) +1, 0, -1),
columns = np. arange( 0, int (residues) + 1,1))
k =0
try :

while k <= len (graph_data) :
X = int (graph_data .iloclk, 0])
y = int (graph_data .iloclk, 1])

z = float (graph_data .iloclk, 2])

matrix . iloc[y,x] =z

print ( "Transcribing row " , k, filename)

k =k +1
except IndexError : pass
matrix = np. array(matrix . iloc[:, 1:], dtype = "float64" )
matrix = np. transpose(matrix)

return  (matrix)
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def matrix2map  (matrix, savefig, title, params):
print ("Making the TrajMap..." )
X_major = params|[ 0]
X_minor = params|[ 1]
y_major = params|[ 2]
y_minor = params|[ 3]

vmin = params|[ 4]
vmax = params|[ 5]
residues = params|[ 6]
cmap = params|[ 7]

if cmap ==
cmap = "magma"
elif  cmap ==

cmap = “"seismic"

import numpy as np

import  matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import  (MultipleLocator)
xlabel = "Aminokiselinski ostatak"

ylabel = "Kadar"

size = 800

frames = len (matrix[ 0])

map_title = str (str ("TrajMap” ) + "" + str (title))

ax = plt . subplot( 111)

plt . imshow(matrix, cmap = cmap,vmin = vmin, vmax = vmax, aspect
"auto" )

ax. set_title(map_title)

ax. invert_yaxis()

plt . colorbar( label = "Pomak /A" )

plt . xticks(np . arange( O, frames + 1,step = Xx_major), fontsize =
plt . yticks(np . arange( O, residues, step =y major), fontsize =7)
ax. yaxis . set_minor_locator( MultipleLocator(y_minor))

ax. xaxis . set_minor_locator(MultipleLocator(x_minor))
plt . ylabel(xlabel)

plt . xlabel (ylabel)
plt . savefig(savefig, dpi = size, bbox_inches ='tight' )
print ("TrajMap saved to:" , savefig)
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Dodatak 13.Pr edl ogka za kori gtenje biblioteke

Modul ima 3 funkcije: pdb2csv, gto kao input
backbone - a

proteina u pdb formatu. Mora b it aligned inale ne radi;
exportao.

Konvezija 50 kadrova za 300ak protein traje minutu dve, a 500 kadrova za

isti traje dva sata. Gto vige kadrova to bol]j
dul je traje... Tako da za pol et ak n apthilbdiskoe n e
troznamenkasto.

Za poletak preporulam 50 kadrova, pa ako radi

povelati
Ja sam radio sa 500 kadrova za 500ns, i to je super izgledalo. Msm da
vige od 500 ne treba.

Druga funkcija csv2matrix kao input ima taj konvertir ani csv file, a
output joj je matrica.

Treia funkcija matrix2map kao input ima tu pr
"params" parametar uzima array oblika:
[X_major, x_minor, y_major, y_minor, vmin, vmax, residues, cmap]

Prvo | et v otickeviz osi, vmin i vmax je value za colorbar

heatmap - a.
residues je broj residua, a cmap je colorm
0O je klasilna mapa, -R@jelol -preenagiveagentna koja se

koristi

kada se radi diff mat r i xazlieau pemacinmog apg/holo,
gly/nogly

mut/wld, i sl. Ako se radi kl asil na mapa,
ako se

se radi diffmap onda ide cmap 1 i vmin je negativno vmax.

Array za params sve trebaju biti i nt gegwe r i
Sve te params je najbolje pogtelati tako da s
i oni
se ugalaju.

Konkretno, sve funkcije idu:

pdb2.csv(filename, savename, residues)

Matej Kogil

dan
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csv2matrix(filename, residues)

matrix2map(matrix, savefig, title, p arams)
Eto, sretno i valjda ie sve raditi. Za napome
samo jednol an]| ani peptid sa jednim ter minuson
ubije.
Matej Kogil, 2022.06. x

mtjkzc@gmail.com
mkozic@chem.pmf.hr

Primjer sa apo i holo strukturama:

import TrajMap as tm

tm. pdb2csv(filename = "apo.pdb" ,savename = "apo.csv" ,residues = 245)
tm. pdb2csv(filename = "holo.pdb" |, savename = "holo.csv" |, residues = 245)
apo_matrix = tm. csv2matrix(filename = "./data/apo.csv" , residues = 245)
holo_matrix = tm. csv2matrix(filename = "./data/holo.csv" , residues = 245)

# X_major, X_minor, y_major, y_minor, vmin, vmax, residues, colormap (0

for regular, 1 for diff)

params = [5, 1, 20, 5, 0, 7, 245, 0]

apo = "apo"

tm. matrix2map(mat rix = apo_matrix, savefig = apo, title = apo, params =
params )

holo = "holo"

tm. matrix2map(matrix = holo_matrix, savefig = holo, title = holo, params
= params)

diffmatrix = apo_matrix - holo_matrix
titlel = "apo - holo"

params2 = [5, 1, 20, 5, -7, 7, 245, 1]

tm. matrix2map(diffmatrix,titlel, titlel, params?2)

Matej Kogil
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Dodatak 14.Pokazno, razl il i tinjtiihpovvei moagpud ntorsajie kutp

L P = &)
300 7 300 7 [5a
250 6 250 g ey ekl - 6 'jg
§ 5 Fo s
L. pw o oS fros<
£ 150 é = ey i i | :é ::8
g 125 38 é 3£ IAE
g 100 2 é 2 ':;
< 75 < ros
50 1 1 [ 06
25 0 0 »::
o Loo
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500
t/ns t/ns
c) d)
L e — e - g . 300 S ; 16
215 b3
6 250 6 14
E EZZS 137
] 5 © )
i % 200 12 o
) & 2 < o
;. 43 3% 43 ¥
= " pes
1 1 07 &
0.6
0 0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 =
t/ns t/ns
Slika Dl1. Pokazni set mapa trajektorija . a) standardna FS mapa gdje je
vidljivo vrijeme, lokacija, i magnituda svakog pomaka okosnice proteina
od izvornog pologaja u kadru nula. b) FS mapa
superponiranom RMSD krivuljom na kojoj su ozn
znal aj nog p o méknapa tragektorijp gdje su vidljivi pomaci iz
prethodnog u aktualni kadar. Zaokrugena je re
odgovara periodu nestabilnosti zavojnice uslijed mijenjanja konformacije.
d) FS mapa trajektorije sa super poni rhaponoakaizk r i
prethodnog kadra, dobivenom uprosjel| gwasmj em P
pokretnim prosjekom od 15 kadrova.

Matej Kogil
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B TrajMap mHRP 318 K
Aminokiselinski ostatak _ v
300
7
Thr270-Met284, J, helix 375
11e260-Asn268, |, helix
= e i e 6
GIn245-Ser252, H, helix 250
Lys232-Glu238, G, helix
225
Leu218-GIn220, 2, strand 5
Thr199-Leu208, F*, helix 5()
T T T
Met181-Leu184, F', helix- i L T Vi <
Lys174-GIn176, 1, strand +75 4 —
Ser160-Leul66, E', helix 4
. ©
Leul45-Asn154, E, helix [L50 B ——— E
Leu131-Asn137, D', helix | 3 o
Vall14-Ser128, A, helix [L29 a
Cys97-Leulll, D, helix [
2
Phe77-Ala90, C, helix
)
50 1
Ile32-Cys44, B, helix
25 0
0

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

Slika D2. Prikazivanje redoslijeda promjena tijekom simulacije.

Matej Kogil
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300

Thr270-Met284, J, helix 575
11e260-Asn268, |, helix
GIn245-Ser252, H, helix 250
Lys232-Glu238, G, helix
225
Leu218-GIn220, 2, strand
Thr199-Leu208, F", helix 560

Met181-Leu184, F', helix
Lys174-GIn176, 1, strand +75
Ser160-Leul6b, E', helix
Leu145-Asn154, E, helix 150
Leu131-Asn137, D', helix
Vall14-Ser128, A, helix 125

Cys97-Leulll, D, helix 100

Asn175Ser 175

Arg93Gly
Pro78Ser 75

Slika D3. | s
na pri ka
interesa.
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TrajMap razlike prosjeka po temperaturama divlji - mutirani
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Slika D4. Isticanje razlika u simulacijama od interesa u vidu pomaka iz
kadra i ukadar i+1 ,te prikazivanje prosjeka razlika kretanja

aminokiselinskih ostataka

Slika

tijekom simulacija.

D5. Prikazivanje pomicanja regija od interesa tijekom simulacija.

pomak / A
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