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1. Uvod 

Detaljno istraģeni enzim peroksidaza hrena ( engl. Horseradish Peroxidase, HRP) 

zahvaljujuĺi svojim karakteristikama koje ga ļine atraktivnim za biotehnoloġku primjenu 

poput: svojstava reakcije koju katalizira, ġest lizina dostupnih za konjugiranje,  terminalnim 

krajevima polipetidnih lanaca lako dostupnim za modifikacije i sl. nalazi ġiroku primjenu u 

raznim granama biotehnologije. Taj enzim sastoji se od 308 aminokiselina i s hem kofaktorom 

koji je kljuļan za odvijanje reakcije.  Noviju primjenu nalazi u sklopu metode komplementacije 

proteinskih fragmenata (engl. Protein-fragment Complementation Assay, PCA) koja se koristi 

za detekciju protein-protein interakcija (PPI).[1] Metoda se zasniva na sposobnosti enzima 

detektora, u ovom sluļaju HRP, da se umjetno pocijepa na dvije jedinice koje se konjugiraju 

na proteine ļija se interakcija ģeli istraģiti. Ako doĽe do PPI, dolazi i do rekonstitucije enzima 

detektora i njegova se katalitiļka aktivnost moģe izmjeriti[2]. Iako u naļelu svaki enzim moģe 

biti koriġten kao detektor, problem predstavlja stabilnost enzima nakon ġto se podjeli na dvije 

nezavisne jedinice kao i njegova sposobnost rekonstruiranja u jednu podjedinicu. U sluļaju 

HRP, upravo u svrhu svladavanja navedenih problema, Martell i suradnici su 2016. godine 

metodom usmjerene evolucije razvili ġesterostruki mutant koji se iskazao poboljġanom 

aktivnosti i stabilnosti u opisanom sklopu[1]. Time je izraĽen rekombinantni HRP (mHRP), koji 

se pokazao bolje prilagoĽen opisanoj svrsi od divljeg tipa HRP-a. Shodno tome, mHRP je 

uspjeġno iskoriġten za analizu intracelularnih protein-protein interakcija.[1] 

U prirodi je HRP posttranslacijski modificiran s devet glikana[4], te je poznato kako je jedna 

od uloga glikozilacije stabilizacija enzima u vodenim otopinama.[3] Kada bi se enzim 

proizvodio u veĺim koliļinama u prokariotima, s obzirom da oni nemaju potrebnu staniļnu 

maġineriju za izvrġiti glikozilaciju putem posttranslacijske modifikacije, takav bi HRP bio 

neglikoziliran. Poġto se jednom od ġest Martellovih mutacija gubi jedno mjesto glikozilacije 

(Asn255Asp), glikozilirani mHRP glikoziliran je na osam mjesta umjesto devet[4] kao kod 

HRP. Kako bi se dobila kompletna slika punog opsega utjecaja mutacija, sagledan je i utjecaj 

glikozilacije na obje varijante enzima, mutirani i divlj i tip. 

Termiļki raspad HRP enzima odvija se u dva koraka, preko intermedijernog stanja.[5,6] 

Njega karakterizira gubitak tercijarne strukture oko ġupljine aktivnog mjesta, uz potpunu 

retenciju sekundarne strukture[5,6]. U sklopu ovog istraģivanja opisani proces je istraģen na 

molekularnoj  razini raļunalnim metodama, te je takoĽer  istraģen utjecaj mutacija na njega. 
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Cilj istraģivanja predstavljenog u ovom radu jest istraģiti utjecaj mutacija i glikolizacije na 

stabilnost enzima HRP. Raļunalnim metodama istraģen je divlji tip i mutirani oblik enzima 

HRP u glikoziliranom i neglikoziliranom obliku. U prvom djelu istraģivanja fokus je na ulozi 

glikozilacije na stabilnost i aktivnost enzima, dok je u drugom djelu istraģena uloga Martellovih 

mutacija [1] na stabilnost enzima HRP, s fokusom na termiļku stabilnost. Raļunalni rezultati su 

vrednovani usporedbom s  literaturno dostupnim eksperimentalnim podacima.  

U prvom djelu rada predstavljeni su postojeĺi literaturni podatci o HRP enzimu ġto 

ukljuļuje njegovu strukturu, literaturni podatci o glikozilaciji, literaturni podatci o utjecaju 

mutacija te literaturni podatci o termiļkom raspadu enzima. TakoĽer je predstavljena teorijska 

osnovica koriġtene metode simulacije molekulske dinamike, te koriġtenih metode analiza. U 

eksperimentalnom djelu opisana je in silico izgradnja sustava, naļin na koji su provedene 

simulacije molekulske dinamike te je opisana posebno izraĽena skripta za programski jezik 

Python koriġtena za analizu simuliranih sustava. Rezultati i diskusija prezentirani su u 

zajedniļkom poglavlju te je na temelju njih donesen zakljuļak po pitanju utjecaja glikolizacije 

i Martellovih mutacija na stabilnost mHRP i HRP enzima i procesa termiļkog raspada. 
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2. Literaturni  pregled 

2.1. Peroksidaza hrena 

Peroksidaza iz hrena (HRP, engl. Horseradish Peroxidase)  je detaljno istraģeni enzim koji 

svoju primjenu nalazi u mnogim granama biotehnologije. HRP protein ļesto se koristi kao 

biosenzor u svrhu ļiġĺenja otpadnih voda, organskoj sintezi, dijagnostici, terapeutici i sliļno.[4] 

Opĺenito, peroksidaze su obitelj enzima koji se dijele u viġe kategorija i klasa, pa tako 

postoje tri superobitelji (engl. superfamily): biljne peroksidaze, ģivotinjske peroksidaze i 

katalaze. Ģivotinjske katalaze dijele se na dvije klase, a biljne peroksidaze dijele se na tri klase: 

peroksidaze prokariotskog podrijetla,  peroksidaze fungalnog podrijetla te peroksidaze biljnog 

podrijetla. Enzim HRP je peroksidaza biljnog podrijetla, te se dodatno nalazi skupu izoenzima: 

A, B, C, D, E. Nadalje, pojedine obitelji izoenzima dolaze u svojim varijacijama pa tako postoje 

A1, A2 i A3, B1, B2 i B3, C1 i C2 te E1, E2, E3, E4, E5 i E6. Svi ti izoenzim dijele sliļna 

kemijska, fizikalna i kinetiļka svojstva, a razlikuju se najviġe po ponaġanju tijekom razdiobe 

na izoelektriļnom gelu za fokusiranje[4]. Peroksidaza hrena istraģivana u sklopu ovog rada je 

peroksidaza hrena izoenzim C1, koji ĺe se dalje u radu referencirati kao HRP. 

2.1.1. Struktura HRP 

Enzim HRP, prikazan slikom 1, je monomerni protein sastavljen od 308 aminokiselina. Za 

njegovu aktivnost odgovorna je prostetiļka grupa hem (feriprotoporfirin IX) preko koje se 

dogaĽa reakcija koju HRP katalizira. U nativnom stanju HRP sadrģi devet mjesta N 

glikozilacije preko asparaginskih boļnih ogranaka, ļetiri disulfidna mosta, te dva iona kalcija 

koji imaju ulogu strukturnih kofaktora.[4] 
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Slika 1. Enzim HRP, obojan radijalno na naļin da je boja intenzivnija bliģe centra mase 

proteina. Modelom CPK prikazani su svi atomi proteina, hem kofaktora i glikani, a dodatno je 

modelom vrpce prikazana okosnica enzima. U sredini enzima vidljiv je otvor aktivnog mjesta 

s prostetiļkom skupinom hem.  

Enzim HRP se moģe podijeliti na dvije domene koje su odvojene aktivnim mjestom u 

kojem se nalazi prostetiļka skupina hem. S proksimalne strane skupine hem, na ģeljezov ion iz 

hema kovalentno je vezan imidazolni prsten s His170 preko epsilon atoma duġika (Ne). Time 

je definirana proksimalna, manja, domena, te distanlna, veĺa, domena. S distalne strane hema 

nalazi se aktivno mjesto u kojem se dogaĽa reakcija, te ga tvore aminokiseline: Arg38, Phe41, 

Pro139 te His42.[4,7] Navedene aminokiseline ponaġaju se kao donori i akceptori protona u 
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kemijskim reakcijama, te su esencijalni za katalitiļku aktivnost. GraĽa aktivnog mjesta 

prikazana je na slici 2. Asp247 ostvaruje vodikovu vezu s His170, a on s Phe221 ostvaruje -́

ˊ preklapajuĺe (engl. stacking) interakcije. Ion ģeljeza(III ) u hemu koordiniran je s ļetiri atoma 

duġika iz porfirinskog prstena, te s proksimalnim histidinom His170, ġto ostavlja jedno 

koordinacijsko mjesto slobodno s distalne strane na kojoj se dogaĽa kemijska reakcija. 

Koordinativna veza izmeĽu imidazolnog prstena His170 i iona ģeljeza kovalentnog je karaktera 

i moģe biti pocijepana u kiselim uvjetima ġto moģe dovesti do disocijacije hema. Uz 

koordinativnu vezu, hem takoĽer ostvaruje vodikove veze i van der Waalsove interakcije s 

okolnim boļnim ograncima koje ga dodatno stabiliziraju u ġupljini aktivnog mjesta. Ulaz 

supstrata i vode u ġupljinu aktivnog mjesta odvija se preko otvora koji se nalazi kod 

karboksilnih skupina hema i Arg38 (slika 1).[4] 

 

Slika 2. GraĽa aktivnog mjesta HRP enzima. Hem prostetiļka skupina obojan je sivom bojom. 

2.1.2. Katalitiļka svojstva HRP 

Enzim HRP vrġi oksidaciju elektron donora s vodikova peroksida (H202) te je ta reakcija 

cikliļkog oblika s tri koraka: hem biva oksidiran s H2O2, stvara se tzv. spoj 1 (engl. compound 
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1), nakon ļega se stvara se tzv. spoj 2 (engl. compound 2) koji se na kraju vraĺa u nativni hem 

(slika 3).[4] 

 

Slika 3. Reakcijski mehanizam HRP. Slika je preuzeta i prilagoĽena iz izvora[4]. 

U prvom koraku jedan kisikov atom iz molekule peroksida tvori spoj 1 s oksiferil (FeIV =O) 

skupinom i porfirinskim radikalom, uz izdvajanje molekule vode. U drugom koraku spoj 1 

oksidira supstrat s protonom, oblika AH, tako da dolazi do predaje radikala od porfirinskog 

prstena na spoja AH, te predaje protona od jedinke AH na porfirinski prsten. Ovime nastaje 

spoj 2, koji se zatim reducira predajom jednog elektrona na drugi supstrat AH pri ļemu nastaje 

jedinka Fe(III), molekula vode od kisika oksiferila, te dva protona od dva AH supstrata. 

Molekula vode se otpuġta s hema i time se on vraĺa u izvorno stanje. Sumarna reakcija je 

prevoĽenje molekule peroksida u dvije molekule vode, uz redukciju dva AH supstrata.[4] 

2.1.3. Glikozilacija 

Glikozilacija, kao najuļestalija posttranslacijska modifikacija proteina, bioloġki je vaģan 

proces i njen utjecaj na strukturu i stabilnost brojnih glikoproteina je opġirno prouļavan[4,8,9]. 

Lee i suradnici[10] istraģivali su utjecaj N-glikana na strukturna i dinamiļna svojstva 

glikoproteina temeljem analize dostupnih struktura glikoproteina unutar PDB baze podataka 

proteina (PDB, engl. Protein Data Bank) te simulacija molekularne dinamike (MD) 

glikoziliranih i neglikoziliranih proteina. Zakljuļili su da glikozilacija smanjuje dinamiku 
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proteina, ali ne inducira znaļajne promjene u konformaciji proteina. TakoĽer je pokazano da 

glikozilacija moģe stabilizirati proteine i ļak utjecati na njihovo aktivno mjesto.[3,4]  

Glikani su naspram HRP volumno velike i teġke skupine koje umanjuju fluktuacije prisutne 

u enzimu te pozitivno utjeļu na termodinamiļku stabilizaciju enzima.[2] Prema tome, nije 

iznenaĽujuĺe da je eksperimentalno pokazano kako je glikozilirani oblik HRP duģeg ģivotnog 

vijeka i veĺe katalitiļke aktivnosti od neglikoziliranog oblika HRP.[8] Pored termodinamiļke 

stabilizacije, prisutna je i kinetiļka stabilizacija tijekom smatanja enzima.[2] S obzirom da 

glikozilacija nije neophodna za pravilno smatanje i aktivnost enzima[2,8-12], smisleno je 

istraģivati kako njen gubitak utjeļe na enzim. 

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

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

izuzev prolina ili aspartata. Na istraģivanom HRP glikozilacije se nalazi na aminokiselinama: 

Asn13, Asn57, Asn158, Asn186, Asn198, Asn214, Asn268 i Asn286.[4,11] Sama veliļina i oblik 

glikana ovisi o vrsti stanica u kojima se HRP sintetizira pri ļemu ne moraju sva glikozilacijska 

mjesta biti glikozilirana niti na svakom mjestu treba biti glikan jednake veliļine ili oblika. 

Uobiļajeno je da se HRP izolira iz biljnih stanica koje sadrģe 75-80 % N-glikana 

Man3GlcNAc2 s razliļitim grananjem na svakom N-glikozilacijskom mjestu.[13] Izolacija 

enzima HRP iz kvasca daje puno homogeniju raspodjelu glikana s osnovnim Man8GlcNAc2 

glikanom.[14] 

2.1.4. Mutacije 

Enzimsko inģenjerstvo prirodnih enzima se ļesto koristi s ciljem poveĺanja aktivnosti ili 

stabilnosti enzima. Primjer enzimskog inģenjerstva je rekombinantni HRP s ļetiri mutacije 

glikozilacijskih mjesta (Asn13Asp, Asn57Ser, Asn255Asp i Asn268Asp) koje dovodi do 

znaļajno veĺe termodinamiļke stabilnosti i pojaļane katalitiļke aktivnosti.[15] 

Kako bi se dobio enzim bolje prilagoĽen koriġtenju za detekciju protein-protein interakcija 

metodom komplementacije proteinskih fragmenata, Martell i suradnici su metodom usmjerene 

evolucije u kvascu priredili ġesterostruki mutant (Leu299Arg, Asn255Asp, Asn175Ser, 

Arg93Gly, Pro78Ser i Thr21Ile) koji se iskazao boljom stabilnoġĺu od divljeg tipa.[1] Posebno 

je zanimljiva mutacija Asn255Asp poġto ona dovodi do gubitka jednog od glikozilacijskih 

mjesta (Asn255) pa time mutirani oblik HRP posjeduje osam glikozilacijskih mjesta. Sve 

mutacije prikazane su crvenom bojom na slici 4. 
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Slika 4. Mjesta Martellovih mutacija[1] rekombinantnog HRP enzima (crvena boja): I ï 

Asn255Asp, II ï Asn175Ser, III ï Pro78Ser, IV ï Thr21Ile, V ï Leu299Arg i VI ï Arg93Gly. 

2.1.5. Termiļki raspad HRP 

Praĺenjem spektra cirkularnog dikroizma (CD) ustvrĽeno je kako se termiļki raspad 

enzima HRP odvija u dva koraka, preko intermedijernog stanja[5,6]. Prvi prijelaz nativne 

strukture N u intermedijarno stanje U' karakterizirano je promjenom u konformaciji oko hema, 

odnosno ġupljine aktivnog mjesta. Navedeni prvi prijelaz N u U' opaģen je u temperaturnom 

rasponu od 40 oC do 50 oC te u njemu sekundarne strukture ostaju sasvim oļuvane i netaknute, 

no dolazi do promjene u tercijarnoj strukturi oko hema[5,6]. Intermedijarno stanje U' literaturno 

je nazvano engl. pre-moletn globule.[5] Drugi prijelaz iz U' u U'' karakteriziran je kompletnim 

gubitkom hema i drugim drastiļnim promjenama koje dovode do gubitka aktivnosti. Taj 

prijelaz opaģen je pri 74 oC.[5] 
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2.2. Raļunalne metode 

2.2.1. Molekularno modeliranje 

Molekularno modeliranje spoj je teorijskih modela i raļunalnih tehnika napravljenih u 

svrhu modeliranja molekula i imitiranja njihovog ponaġanja u realnim sustavima. Potvrda 

dobivenih raļunalnih rezultata dobiva se povezivanjem makroskopskih svojstava simuliranih 

sustava s poznatim eksperimentalnim podatcima. Stoga, rezultati dobiveni raļunalnim 

metodama komplementiraju rezultate dobivene eksperimentalnim metodama na naļin da se 

koriste kao nadopuna eksperimentima u vidu potvrĽivanja, opovrgavanja i objaġnjavanja 

eksperimentalnih opaģanja. Cilj ovog naļina koriġtenja molekularnog modeliranja je 

smanjivanje troġkova u razvoju novih lijekova i materijala, koji se ļesto baziraju na principu 

pokuġaja i pogreġke. Molekularnim modeliranjem se mogu predvidjeti svojstva kao ġto su: 

struktura, pozicioniranje atoma unutar molekule, reaktivna mjesta, energije interakcije, 

raspodjela elektronske gustoĺe naboja, dipolni i multipolni momenti, vibracijske frekvencije, 

reaktivnost, kao i ostale spektroskopske veliļine. U danaġnje doba, zahvaljujuĺi velikim 

napredcima u koriġtenoj tehnologiji, raļunalne metode mogu se koristiti i za predviĽanje 

eksperimentalnih rezultata. Primarna podjela raļunalnih metoda odnosi se na naļin na koji je 

modeliran sustav od interesa, pa se tako klasiļna molekulska mehanika temelji na Newtonovoj 

mehanici, a kvantno-mehaniļke ab initio (lat. "od poļetka") metode temelje se na kvantnoj 

mehanici.[16] 

Kako je ab initio metoda temeljena na kvantno mehaniļkim opisima atoma i molekula, ne 

koriste se empirijski odreĽeni parametri koji mogu uvoditi greġke. Ona rjeġavanjem vremenski 

ovisne Schrºdingerove jednadģbe danog sustava daje opis ponaġanja sustava u vremenu. 

Prednost metode je ġto konvergira u egzaktno rjeġenje ako su aproksimacije prihvatljivog 

utjecaja, te moģe opisati interakcije elektronskih oblaka poput nastajanja i nestajanja kemijskih 

veza. Schrºdingerova jednadģba je opĺenito rjeġiva samo za odreĽene iznose energije te 

posjeduje analitiļko rjeġenje samo za jednoļestiļne sustave. Da bi se mogla rijeġiti 

Schrºdingerova jednadģba za viġe-elektronske sustave, potrebno je uvesti Born-

Oppenheimerovu aproksimaciju koja pretpostavlja da se gibanje jezgara atoma i gibanje 

elektrona koji ih okruģuju moģe odvojiti. UvoĽenje ove aproksimacije je moguĺe jer je tromost 

(masa) jezgara u usporedbi s masama elektrona znatno veĺa. Born-Oppenheimerova 

aproksimacija omoguĺava da ukupnu Schrºdingerovu jednadģbu, kojom se opisuje sustav, 

separiramo na dvije neovisne funkcije (elektronsku valnu funkciju i valnu funkciju jezgara). 
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Nedostatak ab initio metoda je raļunalna zahtjevnost kada se usporede s manje preciznim 

metodama. Kompleksnost i trajanje raļuna eksponencijalno raste po svakoj iteraciji s brojem 

atoma u simuliranom sustavu.[16] 

Pored ab initio metoda postoje i semiempirijske metode koje uvode dodatne aproksimacije 

u obliku eksperimentalno dobivenih parametara kako bi se smanjila kompleksnost raļuna, a 

samim time i vrijeme trajanja izraļuna. Vrlo popularna metoda je teorija funkcionala gustoĺe, 

engl. Density Functional Theory (DFT). Ta metoda elektronske oblake opisuje funkcionalom 

gustoĺe, ļime se izbjegavaju raļunalno najzahtjevnije kalkulacije prisutne u ab initio 

metodama. TakoĽer, kod sustava koji su preveliki da bi se u potpunosti tretirali kvantno-

mehaniļki, poput enzima i drugih bioloġkih makromolekula, koristi se spoj molekulske 

mehanike i kvantne mehanike (QM/MM) gdje se kvantnom mehanikom simulira mali dio 

sustava u kojem se zbiva reakcija od interesa (npr. radijus od 0,5 nm oko aktivnog mjesta u 

kojemu dolazi do reakcije), a ostatak sustava se simulira molekulskom mehanikom. [16]   

Simulacije klasiļne molekulske mehanike (MM) bazirane su na promatranju sustava kao 

sklopa kuglica (koji predstavljaju atome) povezanih s oprugama (koji predstavljaju kovalentne 

veze). Pristup klasiļnom molekulskom mehanikom idealan je za opis sustava gdje nisu od 

interesa specifiļne i ezoteriļne interakcije elektronskih oblaka (poput nastajanja i pucanja veza 

i sl. ), nego su od interesa konformacije koje enzim poprima, utjecaj odreĽenih skupina na 

dostupnost aktivnog mjesta, dostupnost vode odreĽenim skupinama i sliļna fizikalna svojstva. 

U sklopu ovog istraģivanja promatrane su konformacije koje enzim poprima, utjecaj 

glikozilacije na dostupnost odreĽenih skupina, dostupnost aktivnog mjesta, te izloģenost 

odreĽenih skupina vodi. Za to je koriġtena tehnika simuliranja molekulskom dinamikom (MD) 

zbog svoje pouzdanosti i uļestalosti koriġtenja za istraģivanja ovog tipa.[16] 

2.2.2. Molekulska dinamika 

Klasiļna molekulska mehanika poļiva na tri temelja: (I) sustav se opisuje u prostoru kroz 

tri prostorne koordinate za svaki atom, (II ) svaki od atoma moģe se opisati kroz empirijske 

parametre koji odgovaraju njegovim svojstvima (radijus, naboj i sl.), te (III) interakcije izmeĽu 

atoma mogu se opisati kroz izraze temeljene na klasiļnoj mehanici poput harmonijskog 

potencijala za istezanje kovalentne veze ili savijanje valentnog kuta te Lennard-Jonnesovim ili 

Bückinghamovim potencijalom za opis van der Waalsovih interakcija, Coulombov izraza za 

elektrostaske interakcije i sl.[16]  
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Klasiļna molekulska mehanika obuhvaĺa viġe metoda i primjena, a jedna od njih je 

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

se uvodi kinetiļka energija zbog koje svaka ļestica dobiva odreĽenu brzinu s obzirom na svoju 

masu. Pomoĺu polja sila izraļunavaju se sile koje djeluju na svaku ļesticu sustava, pa se zatim 

preko dobivenog gradijenta izraļunava nova koordinata svake ļestice (kao da je svaka ļestica 

pomaknuta u sumarnom smjeru sila koje osjeĺa). Odabir polja sila je krucijalan za pravilno 

izvoĽenje MD simulacija, jer se njime opiġu sile svih moguĺih interakcije unutar sustava. 

Razliļita polja sile prilagoĽena su za razliļite tipove sustava, pa su tako ļesto koriġtena polja 

sila AMBER, GROMOS, OPLS, CHARMM i sl. Polja sila OPLS i GROMOS optimizirana su 

za male organske molekule, a AMBER i CHARMM prilagoĽeni su za bioloġke 

makromolekule, konkretno za proteine, RNA i DNA.[16] 

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

statistiļke mehanike i termodinamike. One definiraju odnos makroskopskih svojstava sustava 

poput tlaka (p), temperature (T), volumena (V) i mnoģine(N) s mikroskopskim stanjima sustava 

poput definiranih pozicija atoma i njihovim koliļinama gibanja. Ansambl se moģe definirati 

kao viġedimenzijski prostor svih mikrostanja dostupnih sustavu pri definiranim opservablama 

N, p, T i V. Razliļita makrostanja sustava definiraju se na naļin da se fiksira dio 

termodinamiļkih parametara. Odrģavanjem konstantnog tlaka i temperature dobiva se 

izobarno-izotermni NPT ansambl, a odrģavanjem konstantnog volumena i temperature dobiva 

se kanonski NVT ansambl. Ta dva ansambla najļeġĺe su koriġtena jer odgovaraju fizikalnim 

uvjetima gdje su konstantni temperatura i/ili tlak, no pored njih moguĺi su i drugi ansambli 

poput velekanonskog mVT gdje je kemijski potencijal odrģavan konstantnim i sl. Fiksiranje tih 

opservabli vrġi se algoritmiļkim termostatom i/ili barostatom koji ugaĽa brzine atoma kako bi 

mikroskopska slika sustava odgovarala makroskopskim opservablama.[16] 

Jednom kada je sustav uravnoteģen (ekvilibriran), moguĺe je zapoļeti s produkcijskom 

fazom simulacije molekulske dinamike. Atomima se pripisuju nasumiļne vrijednosti brzina, 

najļeġĺe prema Boltzmanovoj raspodjeli, te im se u prvom koraku predviĽa pomak, 

izraļunavaju nove vrijednosti pozicije, brzine i ubrzanja. To Ăkretanjeñ atoma se simulira 

matematiļkim algoritmima, od kojih su najpopularniji Verletov algoritam, Ăleap-frogñ 

algoritam i sl. Vremenski korak tog pomaka definiran je tako da mora biti manji nego najbrģi 

pomak u sustavu. Za to se uzima perioda vibracije C-H veze koja iznosi oko 10 fs, te je stoga  

vremenski korak tijekom simulacije 1 fs. Uz koriġtenje SHAKE, LINCS[17] ili sliļnih 

algoritama vibracija C-H se moģe fiksirati pa se mogu koristiti i veĺi vremenski koraci, 
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uglavnom oko 2 fs. Ġto je manji vremenski korak, potrebno je viġe komputacijskog vremena 

za postizanje simulacije odreĽene duljine, pa je poģeljno imati ļim veĺi moguĺi korak. Jednom 

kada su izraļunati novi poloģaji te nove brzine i ubrzanja atoma u sustavu, iz toga se 

izraļunavaju sile te se na temelju njih pomiļu svi atomi. Zatim slijedi primjenjivanje 

periodiļkih uvjeta te korigiranje temperature i tlaka od strane termostata ili barostata, po 

potrebi. Na kraju se izraļunavaju opservable, te se zapisuju zajedno s trajektorijama svih atoma 

za taj korak. To saļinjava jedan korak koji se iterira tijekom simulacije. Obiļno duljine 

simulacija traju od par nanosekundi do jedne mikrosekunde, ovisno o tipu i veliļini sustava te 

raļunalnim resursima koji su na raspolaganju. Preko opservabli zapisanim u trajektorijama 

ustvrdi se je li sustav postigao ravnoteģu, te se po potrebi produģi ili ponovi simulacija.[16] 

Sustav koji se simulira MD metodom najļeġĺe ukljuļuje makromolekulu od interesa 

okruģenu molekulama otapala u kutiji periodiļnih uvjeta (PBC, engl. Periodic Boundary 

Conditions) (slika 5). Njene preddefinirane granice su takvog svojstva da ako ļestica izaĽe iz 

jedne stranice, npr. x, identiļna ļestica ulazi u kutiju kroz suprotnu stranicu -x. To ima efekt 

kao da se simulira beskonaļno veliki periodiļni sustav gdje se sve ļestice slobodno gibaju, bez 

uvoĽenja nerealnih granica, kao ġto je  sluļaj u realnim otopinama. Prije poļetka same 

simulacije energija sustava se minimizira kako bi se postigla optimalna geometrija poļetne 

konformacije solvatirane makromolekule, te kako bi se uklonili eventualni artefakti solvatacije 

i steriļke nepravilnosti. Nakon toga slijedi ekvilibracija temperature preko NVT ansambla, za 

kojim slijedi ekvilibracija tlaka preko NPT ansambl. Nad minimiziranim i ekvilibriranim 

sustavom pokreĺe se simulacije molekulske dinamike u broju definiranih koraka, te na kraju 

slijedi analiza rezultata iz dobivenih podataka. Ona ukljuļuje promatranje trajektorija 

(vizualizaciju) i kvantitativne (statistiļke) analize. 



2. Literaturni pregled  13 

 

Matej Koģiĺ 

  

Slika 5. Periodiļni uvjeti, PBC kutija proteina solvatiranog u vodi s prikazanim virtualnim 

periodiļnim kutijama. Crvenom bojom oznaļena je simulacijska kutija. 

2.2.3. Analize simulacija 

U sklopu analize simulacija vaģan korak predstavlja vizualizacija koja ukljuļuje 

promatranje ponaġanja trodimenzionalnog sustava u vremenu prema dobivenim trajektorijama 

simulacije, te donoġenje zakljuļaka i njihovu interpretaciju na temelju kemijske intuicije i 

relevantnih znanja. Tako dobivene rezultate potrebno je kvantificirati kako bi se potvrdili i 

dokazali, a to se postiģe statistiļkom analizom trajektorija. Metode analize koriġtene u sklopu 

ovog rada, pored vizualizacije, ukljuļuju: RMSD (engl. Root Mean Square Deviation ) analizu, 

RMSF (engl. Root Mean Square Fluctuation ) analizu, analizu radijusa giracije te analizu mapa 

trajektorija za koje su u sklopu ovog rada napisane skripte u programskom jeziku Python, te su 

sastavni dio rada (dodatak).  

RMSD analizom moguĺe je dobiti informacije o stabilnosti sustava u vremenu (t), odnosno 

tijekom simulacije. Izraz kojim se raļuna korijen kvadrata srednje vrijednosti pomaka 

(RMSD), u sluļaju proteina, najļeġĺe CŬ ugljikovih atoma proteinske okosnice, u Euklidskom 
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prostoru prikazan je jednadģbom (1). U izrazu (1), N predstavlja broj CŬ ugljikovih atoma po 

kojima se sumira, a r i(t) predstavlja koordinate atoma i u vremenu t.[18] 

” ὸ
ρ

ὔ
ὶὸ ὶȟ  (1) 

Dok se RMSD koristi za istraģivanje stabilnosti cijelog enzima kroz vrijeme, RMSF daje 

informaciju o koliļini fluktuacija pojedinih aminokiselinskih ostataka (ili pojedinih atoma, 

ovisno kako se definira). Raļuna prema jednadģbi (2), gdje r i predstavlja trodimenzionalne 

koordinate atoma. RMSF je koristan kao mjera fleksibilnosti aminokiselinskih ostataka, te 

usporeĽivanjem viġe RMSF grafova mogu se dobiti informacije o dijelovima enzima u kojima 

je doġlo do poveĺanja fluktuacija tijekom simulacije.[18] 

” ộὶ ộὶỚỚ (2) 

Radijus giracije je mjera kompaktnosti proteina, te takoĽer sadrģi informaciju o stabilnosti 

enzima i eventualnim konformacijskim promjenama koje bi uzrokovale mijenjanje 

kompaktnosti, oblika, ili volumena. Raļuna se kao prikazano jednadģbom 3, gdje M predstavlja 

sveukupnu masu proteina, sastavljenog od N atoma, s koordinatama centra mase R.[18] 

Ὑ
ρ

ὓ
ά ὶ Ὑ  (3) 
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3. Eksperimentalne metode 

3.1. In silico izgradnja sustava 

Za modeliranje proteina koriġtena je kristalna struktura HRP enzima C1A izolirana iz 

Armoracia rusticana (pdb kod: 1h5a[19]). Ļetiri forme enzima izgraĽene su in silico na temelju 

dostupne pdb strukture: (I) glikozilirani divlji tip (HRP), (II ) glikozilirani rekombinantni enzim 

s Martellovim mutacijama (mHRP), (III ) neglikozilirani divlji tip (dHRP) te (IV) 

neglikozilirani mutant (dmHRP). Dalje u tekstu navedene forme enzima ĺe biti nazvane prema 

pripadnim kraticama.  

U ovom istraģivanju za glikozilaciju je koriġten Man5GlNAc2 glikan[20] (slika 6) koji se 

ravnomjerno veģe na sva glikozilacijska mjesta HRP enzima prilikom izolacije iz kvasca. 

Martellove mutacije su: Leu299Arg, Asn255Asp, Asn175Ser, Arg93Gly, Pro78Ser, te 

Thr21Ile.[1] Glikozilirane varijante HRP proteina glikozilirane su s navedenim glikanima na 

devet mjesta u sluļaju HRP i osam mjesta u sluļaju mHRP na naļin koji je opisan u 

literaturnom pregledu (poglavlje 2.1.3). Kako bi se istraģila postojanost konformacije enzima, 

utjecaj temperature na konformaciju enzima, te proces termiļkog razmatanja enzima, odraĽeno 

je sveukupno osam simulacija molekulske dinamike. U tom djelu simulirane su samo 

glikozilirane HRP i mHRP pri ļetiri razliļitih temperature: 300 K (26,85 °C), 318 K (44,85 

°C), 333 K ( 59,85 °C), te 353 K (79,85 °C). Temperature su odabrane sukladno literaturno 

dostupnom eksperimentalno istraģenom dvofaznom odmatanju enzima koje se odvija preko 

intermedijernog stanja U' (poglavlje 2.1.5). Do prvog prijelaza dolazi pri temperaturama od 40 

°C do 50 °C. Drugi prijelaz iz U' u U'' odvija se pri 74 °C, i kod njega dolazi do gubitka hema 

te posljediļnog gubitka aktivnost. Zbog koriġtenja empirijske raļunalne metode (MD 

simulacije), hem je kovalentno vezan s His170, te se zbog toga opisani efekt pri 74 °C ne moģe 

promatrati jer u MD simulacijama ne moģe doĺi do pucanja kovalentne veze. Utjecaj 

glikozilacije na strukturu i aktivnost HRP enzima istraģen je pri 300 K usporedbom simuliranih 

struktura s njihovim neglikoziliranim varijantama (dHRP i dmHRP). 
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Slika 6. Shematski prikaz glikana Man5GlNAc2. 

 

Priprema modeliranih sustava za raļunalne simulacije napravljena je koriġtenjem 

CHARMM-GUI mreģnog posluģitelja.[21-23] U skladu sa strukturom, uvedena su ļetiri 

cisteinska mosta na mjestima: Cys11-Cys91, Cys44-Cys49, Cys177-Cys209 te Cys97-Cys301. 

Nedostajuĺe aminokiseline C-terminalnog kraja, 307 i 308, takoĽer su modelirane u sklopu 

izgradnje sustava. U sklopu protonacije, svi arginini i lizini su protonirani i pozitivno nabijeni, 

dok su hidstidini protonirani na delta duġikovom atomu. Cisteini su neutralni (nenabijeni), a 

glutamati i aspartati deprotonirani i negativnog naboja. Zavrġno, definirana je kovalentna veza 

izmeĽu His170 i Fe2+ iona hema. Protonacija, solvatacija, neutralizacija i izgradnja PBC kutije 

takoĽer je napravljena koriġtenjem CHARMM-GUI mreģnog posluģitelja. Udaljenost ruba 

solvatacijske kutije od proteina iznosila je 2 nm, te je koriġten eksplicitni model molekula vode 

TIP3P, a sustav je po potrebi neutraliziran dodatkom Cl- iona. Konkretno, kod pripreme 

simulacija mHRP i dmHRP nije dodan niti jedan ion, dok je kod HRP i dHRP dodan jedan ion 

klora. Mutacije i glikani su uvedeni u potrebne sustave koriġtenjem CHRAMM-GUI 

posluģitelja u sklopu izgradnje sustava.  Konaļna veliļina stranice kvadratne simulacijske 

kutije ovisila je o temperaturi i vrsti simuliranog sustava (tablica 1). Za simulacije je koriġteno 

polje sila CHARMM36m[24]. 



3. Eksperimentalne metode  17 

 

Matej Koģiĺ 

Tablica 1. Dimenzije stranica kvadratnih simulacijskih kutija svake odraĽene simulacije. 

 HRP mHRP dHRP dmHRP 

300 K 11,37 nm 11,95 nm 10,80 nm 10,60 nm 

318 K 11,43 nm 12,02 nm   

333 K 11,49 nm 12,08 nm   

353 K 11,56 nm 12,16 nm   

3.2. Simulacija molekulske dinamike 

Prije produkcijske faze MD simulacije, odraĽeno je tri koraka pred-produkcije, odnosno 

uravnoteģenja sustava: minimizacija, NVT ekvilibracija, te NPT ekvilibracija. Minimizacijom 

je optimizirana geometrija sustava, te su otklonjene moģebitne nepravilnosti i steriļki konflikti 

do kojih je moglo doĺi tijekom izgradnje (i solvatacije) sustava. Koriġtena je metoda 

najstrmijeg spusta s konvergencijskim kriterijem energije od 1000 kJ mol-1 nm-1.[18]   

U sklopu ekvilibracije prvo je napravljena ekvilibracija u NVT ansamblu. Koristeĺi Ăleap-

frogñ algoritam integratora odraĽeno je sveukupno 0,6 ns ekvilibracije s vremenskim korakom 

od 1 fs. Prvih 0,5 ns, temperatura se podizala kontinuirano od 10 K do zadane temperature 

pripadne simulacije, dok je zadnju 0,1 ns odraĽeno na konstantnoj pripadnoj temperaturi kako 

bi se sustav stabilizirao na ģeljenoj temperaturi. Za temperaturnu regulaciju tijekom 

ekvilibracije koriġten je Berendsen termostat[25]. Poļetne brzine specija generirane su prema 

Boltzmannovoj distribuciji pri temperaturi od 10 K, te je algoritamski otklonjena brzina 

translacije centra mase cijelog sustava.  

NPT ekvilibracija nastavljena je na prethodno odraĽenu NVT ekvilibraciju, te je analogno 

njoj koriġten Ăleap-frogñ integrator. Ekvilibracija je trajala 0,5 ns s vremenskim korakom od 

0,1 fs. TakoĽer je koriġteno temperaturno sprezanje pri zadanoj temperaturi s Berendsen 

termostatom[25], te je dodatno tome koriġteno i tlaļno sprezanje s Berendsen izotropskim 

barostatom[25]  pri tlaku od 1 bar.  

Produkcijska faza MD simulacija provedena je u NPT ansamblu. Simulacije su trajale 500 

ns s vremenskim korakom od 2 fs. Temperaturno sprezanje sustava postignuto je Nose-Hoover 

algoritmom termostata[26], pri prethodno definiranoj temperaturi. Tlaļno sprezanje postignuto 

je Parinello-Rahman algoritmom barostata[27], izotropski, pri tlaku od 1 bar.  Trajektorije su 

zapisivane svakih 10 ps, a analizirane su u koracima od 1 ns. 
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U svim simulacijama koriġten je LINCS[17] algoritam za ograniļavanje vibracija veza s 

atomom vodika. Za raļunanje dugodometnih elektrostatskih interakcija koriġtena je PME 

metoda[28], engl. Particle-mesh Ewald, s duljinom prekida (engl. Cut-off) Coulombovih 

interakcija od 1,2 nm, Fourier razmakom od 0,16 nm i Verlet shemom prekida. Van der 

Waalsove interakcije opisane su koriġtenjem Lennard-Jonesovog potencijala. Sve simulacije 

provedene su koriġtenjem GROMACS 2020.6 programskog paketa.[18, 29] 

3.3. Analize trajektorija 

RMSD (engl. Root Mean Square Deviations), RMSF (engl. Root mean Square 

Fluctuations), te analiza radijusa giracije napravljene su u GROMACS 2020.6 programskom 

paketu[18, 29]. Vizualizacija trajektorija izvrġena je u programu VMD[30]. Informacija o koliļini 

molekula vode oko mjesta od interesa dobivena je s vlastitom skriptom napisanom za program 

VMD koja broji molekule vode na zadanoj udaljenosti od definirane specije tijekom simulacije 

(dodatak 1). Mjerenje torzijskog kuta odraĽeno je vlastitom skriptom za VMD (dodatak 2), a 

mjerenje pomaka regija odraĽeno je vlastitom skriptom za programski jezik Python (dodatci 8-

10 

Kako bi se dobile vizualiuacije trajektorija nazvane mape trajektorija (engl.  Trajectory 

Map, kratiļno TrajMap) napisane su skripte u programskom jeziku Python (dodatci 9-11). Za 

napomenuti je kako su u literaturi sliļne vizualizacije referencirane kao engl. Per-residue 

RMSD, RMSD heatmap i dr.[31-33]  Ulazna datoteka za skriptu su trajektorije jedne simulacije 

modificirane u VMD programu na naļin da je definirana samo okosnica proteina te poravnata 

i centrirana s funkcijom ĂAlignñ, te eksportirana u .pdb formatu. Shodno tome, ulazna datoteka 

je .pdb trajektorija svih kadrove poravnate okosnice proteina. U prvom koraku skripta proļita 

i obradi trajektoriju u oblik pogodan za rukovanje. U drugom koraku iz trajektorija se 

izraļunava pomak centra mase okosnice u vremenu t u odnosu na referentno vrijeme tref, na 

naļin da se raļuna Euklidska udaljenost dvaju toļaka u trodimenzionalnom koordinatnom 

sustavu, (xcm_t, ycm_t, zcm_t) od (xcm_ref, ycm_ref, zcm_ref). Izraļunati pomaci se zapisuju kao lista 

trodimenzionalnih koordinata oblika (aminokiselina, vrijeme, pomak). U treĺem koraku 

koordinate se sortiraju u matricu s x osi koja odgovara vremenu od 0 do 499 ns i y osi koja 

predstavlja aminokiseline od 0 do 307 (buduĺi da Python indeksiranje poļinje od 0 prva 

aminokiselina je rednog broja 0 a prvi kadar je rednog broja 0). U zadnjem koraku iz matrice 

se kreira toplinska karta na naļin da se vrijednosti pomaka prikaģu na brojevnoj skali u boji. 
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Koriġtena su dva tipa mapa trajektorija, ovisno o tome koji kadar se uzima kao referentni 

kadar. U jednom sluļaju referentni kadar je prvi kadar trajektorija (engl. Frist step, ĂFSñ), pa 

je referentno stanje sref = s0, dok je u drugom tipu referenti kadar prethodni kadar (engl. 

Previous step, ĂPSñ), sref = st-1. Formula za raļunanje pomaka p centra mase aminokiseline a s 

pripadnim koordinatama centra mase (x,y,z), u vremenu t  u odnosu na vrijeme tref  prikazana 

je jednadģbom (4). U svim daljnjim vizualizacijama u radu koriġtena je iskljuļivo FS mapa 

trajektorija gdje je referentni kadar poļetni kadar simulacije. 

ὴὥȟὸȟὸ ὼȟ ὼȟ ώȟ ώȟ ᾀȟ ᾀȟ  (4) 

Razlog raļunanja pomaka centra mase, umjesto pomaka npr. CŬ ugljikova atoma 

proteinske okosnice, je ġto na taj naļin rotacije i vibracije jedne aminokiseline daju smanjen 

signal na mapi trajektorija, jer tijekom njih ne dolazi do znaļajnog pomaka centra mase 

okosnice. To znaļi da je rezolucija po z osi, koja odgovara promjenama u enzimu, poveĺana, a 

eventualni ġum od pomaka koji ne odgovaraju promjenama u konformaciji je umanjen. 

FS mape trajektorija, gdje je referentan kadar prvi kadar u simulaciji, koriġtene su za 

vizualizaciju cijelog tijeka simulacije te prikaz evolucije konformacije kroz vrijeme (dodatak 

14 slike D1 a). Iz takve mape moguĺe je odrediti redosljede pomaka regija u proteinu (dodatak 

14 slika D2). Ako se na FS mapu nacrta RMSD graf (dobiven GROMACS programskim 

paketom), moguĺe je pratiti kakav doprinos ima individualna promjena u konformaciji na 

RMSD vrijednost enzima (dodatak 14 slika D14 b). 

PS mape prikazuju magnitudu individualnog pomaka iz vremena  ti-1, u vrijeme ti. Takvim 

pristupom moguĺe je vidjeti vrijeme i lokaciju svih individualnih pomaka (dodatak 14 slika D1 

c). Mogu se uprosjeļiti svi pomaci svih aminokiselina u jednom vremenskom koraku (analogno 

gledanju mape kroz y os). Time dobivena krivulja sadrģi informaciju o apsolutnoj koliļini 

pomaka koji su se dogodili iz kadra i-1 u kadar i, ġto se aproksimativno moģe interpretirati kao 

Ăapsolutna stabilnost enzima u relativnom vremenuñ. Ta krivulja nacrtana na FS mapu 

trajektorija moģe dati informaciju o tome kako koja individualna promjena utjeļe na sveukupnu 

stabilnost enzima (dodatak 14 slika D1 d). Drugim rijeļima, takvim prikazom vidljiv je 

doprinos individualnih konformacijskih promjena sveukupnom fluktuiranju centra mase 

okosnice (engl. Ăbackboneñ) enzima. 

Kako su toplinske karte samo matrice prikazane skalom u boji, s njima je moguĺe raļunati. 

Mogu se uzimati prosjeci matrica, te se matrice mogu oduzimati kako bi se konkluzivno 
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pokazale sve razlike pomicanja okosnice proteina koriġtenih simulacija. Tako dobivena 

razlikovna mapa trajektorija prikaģe se s divergentnom paletom boja pa su vidljive sve razlike 

u oduzetim simulacijama s pripadnim lokacijama u enzimu, vremenima i magnitudama pomaka 

(dodatak 14 slike D3 i D4). Regije koje su blizu nula odgovaraju regijama gdje su pomaci bili 

isti ili sliļni. Pozitivne regije odgovaraju mjestima i vremenima gdje su pomaci bili veĺi u 

simulaciji od koje se oduzima, a negativne regije odgovaraju dijelovima gdje su pomaci bili 

veĺi u matrici kojom se oduzima. Ova metoda iskazala se iznimno praktiļnom za isticanje 

razlika u simulacijama jer pored samih razlika vidljivo je kada one nastupaju, kako se ponaġaju 

u vremenu, te jesu li one prvenstveno poveĺane fluktuacije ili konformacijske promjene. 

Zavrġno, napisana je skripta koja iz matrice pomaka iz koje se dobiva toplinska karta 

izraļunava ovisnost pomaka prosjeka definirane regije o vremenu (dodatak 10). Tom metodom 

grafiļki su prikazane magnitude pomaka odreĽenih regija enzima tijekom simulacije (dodatak 

14 slika D5).  

Svi grafovi i mape trajektorija napravljene su koriġtenjem Matplotlib 3.4.3[34] biblioteke za 

programski jezik Python, u Spyder 5 integriranom znanstvenom razvojnom okruģju za Python 

3.9.[35,36] Koriġtene skripte za programski jezik Python priloģene su dodatcima 3-10. Dodatno, 

priloģena je modularizirana verzija skripti za izradu mapa trajektorija koja omoguļava 

jednostavnu izradu mapa trajektorija kroz lokalno importiranje tog priloģenog koda (dodatak 

11). Dodatkom 12 dan je predloģak za koriġtenje navedene biblioteke, te opisi funkcija iste. 

  



4. Rezultati i diskusija  21 

 

Matej Koģiĺ 

4. Rezultati i diskusija 

4.1. Utjecaj glikozilacije na stabilnost HRP enzima 

Za istraģivanje utjecaja glikozilacije napravljene su ļetiri simulacije koje su se meĽusobno 

razlikovale s obzirom na dvije varijable: divlji tip / mutirani te glikozilirani / neglikozilirani 

oblik enzima. Usporedba te ļetiri simulacije omoguĺila je istraģivanje utjecaja glikozilacije u 

kontekstu i HRP i mHRP, a daje uvid u njihov meĽusoban odnos. Prikaz volumena koji 

zauzimaju glikani njihovim fluktuiranjem prikazan je na slici 7. Glikani steriļki parcijalno 

zakrivaju otvor aktivnog mjesta, no poġto se radi o fleksibilnim skupinama koje konstantno 

fluktuiraju tijekom simulacija, ulaz vode i supstrata i dalje je moguĺ. 

 

Slika 7. Prikaz enzima HRP s i bez glikozilacije. Prosjeļni volumen koji zauzimaju 

Man5GlcNAc2 glikani tijekom simulacije prikazan je bijelim volumenima, HRP je prikazan 

sekundarnim strukturama, dok je hem kofaktor prikazan CPK modelima. Ulaz u aktivno mjesto 

odvija se preko karboksilnih skupina hema oznaļenih na slici crvenom bojom kisikovih atoma. 

Rezultati RMSD analiza prikazani su na slici 8 (a i b). Krivulja RMSD dmHRP enzima 

nestabilnija je u odnosu na krivulju mHRP, dok je promjena RMSD tijekom simulacija HRP i 

dHRP sliļna. Rezultat upuĺuje da glikozilacija stabilizira odreĽene regije mHRP pa kada je 

ona maknuta dolazi do manjih promjena u konformaciji. RMSD govori o sliļnosti enzima s 

referentnim prvim kadrom, a kao joġ jedna mjera stabilnosti koristi se graf radijusa giracije 
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(prikazi c i d na slici 8). Zanimljivo je kako su se mutirani enzimi iskazali veĺom sveukupnom 

stabilnosti nego divlji, ġto je vidljivo iz spomenutih grafova radijusa giracije i nagiba RMSD 

grafova. Uklanjanje glikozilacije nije imalo znaļajnog utjecaja na volumen i kompaktnost 

enzima, ġto je dobar znak koji svjedoļi u prilog stabilnosti neglikoziliranih formi. 

Regije u kojima je doġlo do konformacijskih promjena i/ili poveĺanja fluktuacija vidljive 

su na RMSF prikazima pod c) i d). PotvrĽeno je kako su fluktuacije poveĺane u 

neglikoziliranim varijantama ġto je u skladu s literaturnim podatcima[11] iznesenim u poglavlju 

2.1.3. Kod HRP primijeĺene su regije gdje su fluktuacije pojaļane kada je glikozilacija prisutna 

(aminokiseline od 180. do 220.). Iako fluktuacije nisu jake te se ne nalaze blizu mjesta od 

interesa za katalitiļku aktivnost, zanimljivo je kako je taj fenomen obrnut u sluļaju mHRP i 

dmHRP. Tamo su te regije stabilnije kada ima glikana, a nestabilnije kada nema, ġto upuĺuje 

da su mutacije stabilizirale taj dio enzima. Konkretna mutacija koja je u pitanju jest Asn175Ser 

koja stabilizira cjelokupnu okolnu regiju. Osim toga, druge regije s poveĺanim fluktuacijama 

odgovaraju raznim petljama i drugim predjelima koja nisu od znaļaja za katalitiļku aktivnost. 

Mutacije i neglikozilacija omoguĺile su C-terminalnom kraju enzima da slobodnije fluktuira 

ġto moģe pozitivno utjecati na sprezanja s markerima poput heksaHis-oznaka. Na N-

terminalnom kraju nije opaģen utjecaj mutacija ili neglikolizacije. 
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Slika 8. Grafovi analiza rekombinantnog enzima oznaļenog ljubiļastom bojom i divljeg tipa 

oznaļenog zelenom bojom. Pod a) i b) su prikazane analize RMSD, pod c) i d) analize radijusa 

giracije (Rg) sa pokretnim prosjekom (engl. Rolling average) od 15 ns) te pod e) i f) RMSF 

analize. 

Na temelju simulacija izraĽene su mape trajektorija (slika 9 prikazi od a) do d)). Kako bi 

se dodatno istaknule razlike izmeĽu glikoliziranog i ne glikoliziranog HRP, napravljena je 

razlikovna mapa trajektorija (prikaz e) na slici 9). Razlikovna mapa trajektorija napravljena je 

uzimanjem prosjeka promjena mHRP i HRP simulacija, te oduzimanjem od toga prosjeka 

promjena dHRP i dmHRP simulacija istaknute su razlike izmeĽu simulacija glikoziliranih i 

neglikoziliranih sustava. Plave regije odgovaraju mjestima gdje je pomak veĺi kada nema 
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glikozilacije, bijela mjestima gdje su pomaci sliļni, te crvena regije gdje su pomaci veĺi kada 

ima glikozilacije.  

 

Slika 9. Mape trajektorija (TrajMap) individualnih simulacija prikazane na: a) ï d). Na e) je 

prikazana razlikovna mapa trajektorija dobivena oduzimanjem prosjeka neglikoziliranih 

varijanti (c i d) od prosjeka glikoziliranih varijanti (a i b).  
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Na mapi su oznaļena mjesta glikozilacije. Plave pruge kod Asn286, Asn13, Asn186, 

Asn198, Asn158 te Asn255 oznaļavaju mjesta ļije promjene su izraģenije u sluļajevima bez 

glikozilacije. Mapa je preteģno bijela s regijama gdje se izmjenjuje blago crveno i blago plavo, 

ġto joġ jednom potvrĽuje kako prisutnost ili neprisutnost glikozilacije nije krucijalna za 

stabilnost enzima. Plave pruge kod Asn286, Asn13, Asn186, te Asn198 pripadaju petljama i 

drugim regijama koje nisu od znaļaja za aktivnost enzima. Zanimljive su pruge kod Asn158 te 

Asn/Asp255 ġto odgovara mjestu mutacije. Kod mjesta 255 vidljiva je izuzetno izraģena 

promjena nakon 400. nanosekunde, koja je primijeĺena kod dHRP (prikaz d). O njoj ĺe biti 

podrobno diskutirano u poglavlju 4.2.3. jer je povezana s konformacijskom promjenom 

podizanja zavojnice E. Sumarno, potvrĽeni su literaturni navodi da glikozilacija stabilizira 

enzim, no gubitak iste nema negativnih posljedica u vidu gubitka strukture ili katalitiļke 

aktivnosti. 
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4.2. Utjecaj temperature na stabilnost enzima HRP  

4.2.1. Istraģivanje divlj eg tipa enzima HRP 

Kompletan tijek simulacija enzima HRP pri razliļitim temperaturama prikazan je mapama 

trajektorija na slici 10. Vidljivo je kako poveĺanjem temperature dolazi do novih i jaļih 

promjena u konformaciji koje su predstavljene svijetlim prugama, ġto je skladno oļekivanjima. 

S obzirom da su simulacije u trajanju od 500 ns, ġto nije dovoljno dugaļko vrijeme za odvijanje 

cjelokupne denaturacije, oļekivano je da bi u realnim sustavima  pri viġim temperaturama (npr. 

333 K i 353 K) doġlo do barem djelomiļne denaturacije i gubitka sekundarne strukture 

znaļajno izraģenije nego u provedenim simulacijama. Simulacijama je istraģen prvi dio 

prijelaza enzima iz stabilne konformacije (koja je sliļna onoj iz kristalne strukture), u 

konformaciju koju se oļekuje dobiti pri viġim temperaturama. Na temelju tog prijelaza jednog 

mikroskopskog sustava izvlaļe se zakljuļci i poopĺuju na oļekivanja za realni makroskopski 

sustav koji je postignuo ravnoteģu.  

 

Slika 10. Mape trajektorija (TrajMap) simulacija divljeg tipa glikozilirane varijante enzima 

HRP pri temperaturama od 26,85 °C (300 K), 44,85 °C (318 K), 59,85 °C (333 K) te 79,85 °C 

(353 K). 
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Tijekom simulacija, HRP sustavi pri 300 K, 318K i 333 K postigli su razmjerno stabilnu 

konformaciju, dok se varijanta pri 353 K nije ustalila nego se krenula raspadati. To je vidljivo 

iz RMSD grafa prikazanog na slici 11 a, gdje se prve tri temperature drģe razmjerno blizu jedna 

drugoj, a simulacija pri 353 K na trenutke ima i do dvostruko viġu RMSD vrijednost. Dodatna 

potvrda toga je graf radijusa giracije prikazanog prikazom b), gdje je jasno vidljivo kako pri 

kraju simulacije varijanta na 353 K gubi kompaktnost te samim time i strukturu.  

 

Slika 11. a) RMSD graf HRP-a, b) Graf radijusa giracije, c) RMSF graf, d) graf ovisnosti broja 

molekula vode u ġupljini aktivnog mjesta, 0,5 nm od hema i Arg38 u vremenu. Sve analize su 

napravljene pri razliļitim temperaturama. Na krivuljama b) i c) superponiran je pokretni 

prosjek od 15 ns. 

Graf 11d prikazuje broj molekula vode tijekom simulacije koje su na udaljenosti manjoj 

od 0,5 nm od hema i Arg38, ġto se uzima kao voda unutar i na ulazu u ġupljinu aktivnog mjesta. 

Vidljivo je kako i taj prikaz prati RMSD, te su temperature od 300 K, 318 K te 333 K stabilne, 

dok koliļina vode u aktivnom mjestu pri temperaturi od 353 K naglo skaļe pri oko 350 ns. To 

potvrĽuje primijeĺen djelomiļan gubitak strukture oko aktivnog mjesta, ġto omoguĺuje ulazak 

dodatnih molekula vode. Sveukupno taj raspad je uzrokovan jaļim fluktuacijama zbog viġe 

temperature, a lokaliziran je veĺinom na proksimalnu regiju enzima ispod aktivnog mjesta u 

odnosu na hem, koja je djelomiļno odvojena od proteina i ne sadrģi dijelove bitne za katalitiļku 
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aktivnost (slika 12). Magnituda fluktuacija i pripadajuĺe regije enzima prikazane su RMSF 

grafom. To su veĺinom petlje, npr. regije od 210 to 230 te 240 do 270, ġto su strukturno 

fleksibilniji dijelovi enzima. Jedna od znaļajnijih promjena pripada fluktuaciji pri 145. 

aminokiselinskom ostatku. To je pomicanje zavojnice E, o kojemu ĺe se podrobno diskutirati 

u daljnjem poglavlju 4.2.3. 

 

Slika 12. Preklopljene strukture HRP pri 300 K (sivo) i HRP pri 353 K (maslinasto zeleno) na 

kraju simulacije, s proksimalnom regijom do ļijeg parcijalnog raspada dolazi (170. do 220. 

aminokiseline) oznaļenom intenzivno zelenom bojom. 
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4.2.2. Istraģivanje rekombinantnog tipa enzima HRP (mHRP) 

Kompletni tijek simulacija mHRP enzima prikazan je mapama trajektorija na slici 13. 

Varijanta mHRP od 300 K razmjerno je sliļna HRP varijanti pri 300 K (slika 11), no u mHRP 

je doġlo do manje konformacijskih promjena nego u HRP. Veĺ iz toga se moģe zakljuļuje kako 

je mHRP stabilniji od HRP pri niģoj temperaturi od 300 K. U kontekstu Martell et al. rada[1] u 

kojemu su pripravljene mutacije, taj zakljuļak je potpuno razumljiv. 

 

Slika 13. Mape trajektorija simulacija mutirane glikozilirane varijante enzima, mHRP, pri 

temperaturama od 26,85 °C (300 K), 44,85 °C (318 K), 59,85 °C (333 K) te 79,85 °C (353 K). 

Pri viġim temperaturama dolazi do veĺih konformacijskih promjena ġto je u skladu sa 

simulacijama HRP sustava. No neke od opaģenih konformacijskih promjena nisu opaģene u 

HRP simulacijama. Iako je doġlo do izraģenijih konformacijskih promjena, mHRP je 

sveukupno stabilniji i postojaniji od HRP pri viġim temperaturama. Konformacijske promjene 

samo ukazuju da je stabilna konformacija razliļita od one srodne kristalnoj strukturi iz koje je 

simulacija krenula. Kako bi se procijenila stabilnost novih konformacijskih formi potrebno je 

gledati druge parametre poput RMSD i radijusa giracije (slika 14). mHRP je oznaļen na slici 

14 i dalje u svim prikazima ljubiļastom bojom, a HRP je oznaļen zelenom bojom. Iz 

spomenutih RMSD grafova vidljivo je kako u sluļaju mHRP pri tri viġe temperature dolazi do 
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odreĽenih konformacijskih promjena, a krivulja od 300 K ostaje stabilna bez konformacijskih 

promjena. U usporedbi s HRP krivulja mHRP pri 300 K stabilnija je od HRP pri svim 

temperaturama. RMSD mHRP pri 318, 333 i 353 K sliļan je krivulji  HRP pri 353 K, ġto je 

uzrokovano istom promjenom pomicanja zavojnice E, koje ĺe biti detaljno razraĽeno u 

poglavlju 4.2.3. Konkluzivan dokaz veĺe stabilnosti mHRP od HRP dan je grafovima radijusa 

giracije koji su niģi u sluļaju mHRP i viġi u sluļaju HRP. Opet je vidljiv oġtri skok HRP tijekom 

simulacije na 353 K krivulje koji oznaļava poļetak raspada, dok takvog skoka nema u mHRP 

na 353 K. Tu joġ jednom valja naglasiti kako je za oļekivati da pri 353 K doĽe do kompletnog 

raspada enzima, no ovdje je sagledavan vrlo kratak period na poļetku tog raspada te se izvlaļe 

zakljuļci na temelju postojanosti samo u tom kratkom periodu. Ġto ranije doĽe do raspada, to 

je energetska barijera za njega manja, te je enzim nestabilniji u odnosu na varijantu gdje je 

kasnije doġlo do raspada. Na temelju ovoga zakljuļuje se kako je mHRP stabilniji, a s obzirom 

da su razlike HRP i mHRP u mutacijama, moģe se zakljuļiti kako uvedene mutacije termiļki 

stabiliziraju mHRP. 

 

Slika 14. Rezultati simulacija mHRP (ljubiļasti) i HRP (zeleni) sustava pri razliļitim 

temperaturama. a) RMSD graf, b) graf radijusa giracije s pokretnim prosjekom od 15 ns. 
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Konkretne regije konformacijskih promjena vidljive su na RMSF grafovima prikazanim na 

slici 15. Varijanta mHRP ima sveukupno viġe fluktuacija, no one su lokalizirane veĺinom na 

diskretne maksimume koji odgovaraju strukturno fleksibilnim petljama. Za primijetiti je kako 

u oba sluļaja fluktuacije rastu s temperaturom, ġto je oļekivan rezultat. U sluļaju mHRP 

najizraģenija promjena je oko 290. aminokiseline, oko 145. aminokiseline, s vrlo izraģenim 

maksimumom pri oko 135. aminokiseline koji se pojavljuje samo pri 333 K. Fluktuacije oko 

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

aktivnog mjesta i nije znaļajna za katalitiļku aktivnost i stabilnost enzima. Promjena oko 145. 

aminokiseline dogodila se u mHRP pri 318 K, 333 K te 353 K, a kod HRP pri 353 K. To je 

pomicanje zavojnice E, prikazanom ģutom bojom na slici 16, koja se nalazi pored ulaza u 

aktivno mjesto.  

 

Slika 15. RMSF grafovi mHRP (ljubiļasto)  i HRP (zeleno), pri razliļitim temperaturama. 

Fluktuacije u mHRP pri 333 K na 135. aminokiselini odgovara djelomiļnom odmatanju 

zavojnice D' koja se nalazi u blizini aktivnog mjesta i nadovezuje se na zavojnicu E preko jedne 

petlje. Vizualno je prikazana na slici 16, na prikazu b). Oļekivano bi bilo da ta promjena 

uzrokuje smanjenje stabilnosti te da pored toga nema znaļajnijeg utjecaja. Ona je opaģena 

samo pri 333 K, ne pri 353 K, pa vjerojatno predstavlja lokalni konformacijski minimum. Pri 

333 K oļekivan je gubitak barem parcijalno sekundarne strukture, tako da iako dobiveni 

rezultat nije konzistentan i reproduciran kroz druge simulacije, kontekstualno odgovara 

temperaturi pri kojoj je opaģen. Pored spomenutih, ostale promjene odgovaraju petljama i 

drugim mjestima koja nisu od izravnog interesa za strukturnu stabilnost i znaļaja za 

funkcionalnost enzima. 
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Slika 16. Strukture enzima HRP dobivene tijekom MD simulacija: a) zavojnica E i pripadna 

petlja oznaļene ģuto, aminokiselinskih ostataka 140 do 150, prije (lijevo) i poslije (desno) 

konformacijske promjene, b) zavojnica D' prije i poslije konformacijske promjene opaģene u 

mHRP pri 333 K. 

Da bi se prikazale sve razlike promjena u lokaciji u proteinu i u vremenu tijekom simulacije 

izmeĽu mHRP i HRP, napravljena je razlika mapa trajektorija. Uprosjeļene su mape 

trajektorija ļetiri simulacije pri razliļitim temperaturama za mHRP i za HRP, te je od 

temperaturnog prosjeka HRP oduzet temperaturni prosjek mHRP. Rezultantna mapa 

trajektorija prikazana je na slici 17, gdje su na gornjem prikazu na y osi oznaļene sve 

sekundarne strukture, te su rimskim brojevima od I do VIII numerirane pruge koje odgovaraju 

regijama sa znaļajnim pomacima. Pozitivne, crvene, regije odgovaraju dijelovima gdje su 

pomaci bili veĺi u sluļaju HRP, a negativne, plave, regije odgovaraju dijelovima gdje su 
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pomaci bili veĺi u sluļaju mHRP. Na donjem prikazu oznaļene su lokacije mutacija. Pruga I 

odgovara fluktuacijama petlje koja se nalazi distalnom djelu enzima kod aminokiselina 290 do 

299, daleko od aktivnog mjesta i blizu C-terminalnog kraja. Na djelu od 290 do 296 spomenuta 

petlja je malo izboļena van enzima i slobodno fluktuira, a oko 299. ona ostvaruje interakcije s 

petljom oko aminokiselinskog ostatka 93 oznaļenog na slici brojem VIII. Petlja VIII je dio 

strukturnog motiva zavojnica-petlja-zavojnica (engl. Helix-Loop-Helix, HLH). Regijama I i 

VIII pripadaju mutacije Leu299Arg i Arg93Gly respektivno, ġto je vidljivo na donjem prikazu, 

te arginin pri kraju simulacije boļnim ogrankom ostvaruje vodikovu vezu s karbonilnim 

kisikom okosnice glicina. Tome odgovara izraģena plava pruga VIII. U tim petljama doġlo je 

do viġe promjena u mHRP, a te promjene odgovaraju prijelazu iz kristalne strukture, koja 

odgovara HRP, u nativnu strukturu za mHRP gdje je ostvarena navedena vodikova veza koja 

moģe stabilizirati petlje (buduĺi da je mHRP simulacija temeljena na kristalnoj strukturi HRP, 

te obje simulacije kreĺu iz srodne konformacije). Izuzev toga, te petlje nisu od daljnjeg znaļaja. 

 

Slika 17. Razlikovna mapa trajektorija temperaturnog prosjeka mHRP i HRP (a i c). Negativne 

plave regije odgovaraju mjestima gdje je pomak bio veĺi u mHRP, a crvene regije odgovaraju 

regijama gdje je pomak bio veĺi u HRP. Bijele regije koje su nula odgovaraju mjestima gdje 

su pomaci bili isti. Na prikazu a) oznaļene su sekundarne strukture s pripadnim literaturnim[4] 

jednoznakovnim nazivima i pripadne znaļajne pruge notirane rimskim brojevima. Na prikazu 
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c) oznaļena su mjesta mutacija. Prikazom b) sivom bojom je prikazan HRP pri 300 K, a 

zelenom HRP pri 353 K. Naranļaste regije oznaļene rimskim brojevima odgovaraju znaļajnim 

prugama istih oznaka iz prikaza a). 

Regiji III odgovara dugaļka petlja usred koje je mala ploļa (engl. Beta plane) literaturno 

nazvana Ăploļa 2ñ (slika 17). Ploļa 2 ostvaruje interakcije s ploļom 1 koja se nalazi kod 

aminokiselinskog ostatka 175. Na mjestu 175 nalazi se mutacija Asn175Ser, te je ta pruga 

oznaļena oznakom V. Te ploļe se nalaze na samom ulazu u aktivno mjesto, te u mHRP 

mutirani serin moģe ostvariti vodikovu vezu s karboksilnom skupinom hema bolje nego 

asparagin. Ta vodikova veza stabilizira ploļu 1, ġto onda stabilizira ploļu 2 i pripadnu petlju 

oznaļenu brojem III. Poboljġana sposobnost ostvarivanja vodikove veze ukazuje na zakljuļak 

da mutacija stabilizira tu regije te je mutant stabilniji u tom predjelu. Shodno tome, tu dolazi 

do viġe promjena u sluļaju ne-mutiranog, odnosno divljeg tipa, enzima HRP. Histidin 170 

koordinira s ionom ģeljeza iz hema pa je pogodna ġto veĺa stabilnost u toj regiji. TakoĽer je 

vidljivo iz dijela u blizini pruge V kako su pomaci oko aminokiseline 170 izraģeniji kod HRP. 

Mjerenje koliļine molekula vode u blizini aktivnog mjesta pokazuju dostupnost aktivnog 

mjesta i prikazani su na slici 18. Ti grafovi potvrĽuju kako je ġupljina aktivnog mjesta 

postojanija u sluļaju mHRP. U sluļaju HRP koliļina vode u oba sluļaja raste, ġto ukazuje na 

barem djelomiļan pad postojanosti konstrukcije aktivnog mjesta. Rastom temperature 

izraģenije su fluktuacije enzima te molekule vode imaju veĺu kinetiļku energiju i oļekivan bi 

bio pad koliļine molekula vode s temperaturom, ġto i je aproksimativno uoļeno u mHRP. 

Grafovi koliļine molekula vode potvrĽuju opaģanje da je ġupljina aktivnog mjesta stabilnija u 

mHRP viġe nego u HRP. Pad koliļine molekula vode oko His170 u sluļaju mHRP uzrokovan 

je promjenom koja ĺe se objasniti pri kraju ovog rada u poglavlju 4.2.3.  

Pruga oznaļena s IV odgovara petlji na samom dnu enzima i ona je nestabilna u obje 

varijante mHRP i HRP. Znaļajnija je promjena u HRP, no sama ta regija nije od znaļaja za 

katalitiļku aktivnost. Regija oznaļena s VII je zavojnica s vanjske strane enzima blizu aktivnog 

mjesta, koja je prikazana prethodno u tekstu na slici 33b. Kao ġto je veĺ reļeno, to je promjena 

koja se opazila iznimno u mHRP pri 333 K te nije od znaļaja za samu katalitiļku aktivnost. 

Konaļno, ostaju pruge II i VI. Pruga II odgovara petlji 255 u kojoj se nalazi mutacija 

Asn255Asp, te kao rezultat te mutacije na tom mjestu nedostaje jedan glikan. Drugim rijeļima, 

mHRP je neglikoziliran na mjestu 255 u odnosu na HRP. To je napomenuto prije u tekstu, no 

vrijedi ponoviti. Sama petlja 255 oznaļena je purpurnocrvenom  bojom na slici 16b. Strukturno 
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odmah pored petlje 255 smjeġtena je zavojnica E, oznaļena ģutom bojom, ļija pruga je notirana 

oznakom VI. Veĺ je spomenuto u paragrafu usporedbe RMSF dijagrama kako se zavojnica E 

pomiļe u mHRP pri 318, 333 te 353 K i u HRP pri 353 K. Petlja 255 kljuļna je za mehanizam 

tog dizanja, ġto ĺe se objasniti u slijedeĺem podpoglavlju. 

 

Slika 18. Broj molekula vode tijekom MD simulacija pri razliļitim temperaturama mHRP 

(ljubiļasto) u HRP (zeleno) na udaljenosti manjoj ili jednakoj 0,5 nm od: a) hema i Arg38 ġto 

odgovara molekulama vode na ulazu u ġupljinu aktivnog mjesta i unutar aktivnog mjesta b) od 

hema i His170 ġto odgovara molekulama vode s proksimalne strane aktivnog mjesta. 
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4.2.3. Mehanizam i posljedice pomicanja zavojnice E 

Veĺ je ustanovljeno kako je pomicanje zavojnice E najveĺa promjena uoļena u strukturi 

enzima. Ta promjena je primijeĺena u mHRP pri 318 K, 333 K te 353 K i HRP pri 353 K. Kako 

se ta zavojnica nalazi sa strane otvora aktivnog mjesta, njeno pomicanje dodatno otvara 

naizgled veliki otvor pored same ġupljine aktivnog mjesta, koji je prikazan slikom 19. Usprkos 

toga, nije opaģen poveĺan ulazak vode u samo aktivno mjesto ġto se pripisuje hidrofobnom 

okruģju te regije. To je potvrĽeno prethodno prikazanom slikom 18. Iako voda ne uspijeva uĺi 

u samo aktivnog mjesto, opaģeno je poveĺanje koliļine vode s boļne strane hema gdje je ta 

novootvorena ġupljina. 

 

Slika 19. Pomak zavojnice E i mapa trajektorija (TrajMap) sa oznaļenim prugama koje 

sudjeluju u pomaku zavojnice E, prikazane ģutom bojom na donjem prikazu. Oznake pruga 

bojama odgovaraju regijama na donjem prikazu. 
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Na slici 19 su na mapi trajektorija oznaļene pruge koje sudjeluju u tom pomaku te je vidljiv 

njihov redoslijed u mehanizmu pomaka: prvo dolazi do pomaka u regiji I oznaļenoj 

purpurnocrvenom bojom, zatim dolazi do pomaka u regiji II oznaļenoj zelenom bojom i na 

kraju dolazi do pomaka u regiji III koja odgovara ģutoj zavojnici E. Taj mehanizam je 

razmjerno konzistentan kroz sve simulacije gdje je opaģena promjena, no simulacije se 

meĽusobno razlikuju u vremenskom periodu izmeĽu pomaka regija I, II i III. To je potvrĽeno 

iz mapa trajektorija prikazanih slikama 10 i 13. U svim sluļajevima, preduvjet za pomicanje 

zavojnice E je pomak u regiji I (zavojnica 255). 

Sama magnituda dizanja zavojnice nije konstanta. Prosjeļan pomak regije od 140. do 150. 

aminokiseline, ġto se interpretira kao zavojnica E i dio pripadne petlje koja se pomiļe, prikazan 

je slikom 20. Jasno je vidljivo kako u tri simulacije kod mHRP i jednoj simulaciji kod HRP 

dolazi do velikog pomaka, dok u jednoj simulaciji u mHRP i tri simulacije u HRP ne dolazi do 

znaļajnog pomaka. TakoĽer je jasno vidljivo kako u mHRP magnituda pomaka ovisi o 

temperaturi, ġto je u skladu s oļekivanjima. Pri svakoj temperaturi simulacije postignuta je 

odreĽena zasebna konformacija koje je sliļna, no ne ista konformacijama pri drugim 

temperaturama simulacija. U sluļaju HRP pri 353 K i mHRP pri 318 K takoĽer je vidljiva 

reverzija pomaka, gdje se zavojnica parcijalno krenula vraĺati na svoje izvorno mjesto.  

 

Slika 20. Prosjeļan pomak aminokiselinskih ostataka od 140. do 150. u mHRP (ljubiļasto) i 

HRP (zeleno), ġto odgovara zavojnici E i pripadnoj petlji, pri razliļitim temperaturama. Na 

grafove je superponiran pokretni prosjek od 15 ns. 

Pomicanje zavojnice E uzrokuje raspad hidrofobnog dģepa koje tvore aminokiseline 

Ala256, Leu145 te Pro146 (slika 21). Regija prije i poslije pomaka s hidrofobnim 

aminokiselinama oznaļenim ģutom bojom vidljiva je na slici 21a. Prikazom 21b prikazana je 

konformacijska promjena petlje 255 koja uzrokuje cijeli mehanizam. Tu konformacijsku 
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promjenu uzrokuje rotacija treonina 257, vidljivog na prikazu 21c. Thr257 izvorno boļnim 

ogrankom strġi van proteina, a rotacijom torzijskog kuta prikazanom slikom 21d on se okrene 

i strġi prema proteinu. Promjena torzijskog kuta je rotacija oko ů veze CŬ ugljikovog i 

karbonilnog ugljikovog atoma. Na slici 21c purpurnocrvenom bojom oznaļeno je mjesto 

mutacije Asn255Asp, gdje kao posljedica mutacije nedostaje glikan Man5GlcNAc2. 

 

Slika 21. Mehanizam pomicanja petlje E: a) raspad hidrofobnog dģepa tvorenog od 

aminokiselina oznaļenih ģutom bojom. b) konformacijske promjene u petlji 255. c) promjena 

rotacije Thr257, koja uzrokuje konformacijsku promjenu pod b). Purpurnocrvenom bojom 

oznaļena je mutacija Asn255Asp. d) promjena torzijskog kuta koji svojom rotacijom uzrokuje 

cijeli mehanizam, gledana kroz ů vezu CŬ ugljikovog i karbonilnog ugljikovog atoma Thr257.  

Kako na mjestu 255 zbog mutacije nedostaje glikan, petlja 255 je destabilizirana u 

sluļaju mHRP varijante. Time je energetska barijera te konformacijske promjene smanjena pa 

dizanjem temperature mHRP premoġĺuje navedenu barijeru prije nego HRP. Slika 22 pokazuje 

prosjeļan pomak regije 250. do 260. aminokiseline, ġto odgovara petlji 255 i neposrednim 

okolnim regijama te podrģava izneseni zakljuļak. Dio 250 do 260 na prijaġnjim slikama 

oznaļen je purpurnocrvenom bojom. Pomak te regije raste s temperaturom, te izgled cijelog 

grafa podsjeĺa na graf pomaka zavojnice E iz slike 20. Za istaknuti je kako na grafu pri kraju 

mHRP simulacija pri tri simulirane temperature gdje je opaģena promjena te simulacije postiģu 

sliļnu konformaciju, ġto je vidljivo iz relativne konvergencije pomaka. Isto tako, sve simulacije 

gdje nije doġlo do dizanja zavojnice E imaju krivulje na istim lokacijama meĽusobno s HRP i 

mHRP. 
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Slika 22. Prosjeļan pomak regije 250. do 260. aminokiseline tijekom MD simulacije kod 

mHRP (ljubiļasto) i HRP (zeleno), ġto se uzima kao petlja 255 i neposredno okolna regija. 

U tako destabiliziranoj zavojnici dolazi do rotacije torzijskog kuta oko kovalentne ů veze 

CŬ ugljikovog ï karbonilnog ugljikovog atoma okosnice treonina 257. Upravo je taj torzijski 

kut kljuļan u cijelom mehanizmu, te odreĽuje bude li doġlo do pomicanja zavojnice. Iznosi 

navedenog torzijskog kuta tijekom MD simulacija prikazani su na slici 23. Kod mHRP i HRP 

pri svim temperaturama navedeni torzijski kut poļinje pri otprilike 140°. Kod mHRP pri tri 

temperature pri kojima dolazi do pomicanja zavojnice E on se okrene do -50°. Pri 300 K mHRP 

ne dolazi do rotacije torzijskog kuta, pa ne dolazi ni do pomicanja zavojnice E. Isto vrijedi i za 

HRP gdje samo u jednom sluļaju dolazi do rotacije, te takoĽer samo tada dolazi do pomicanja 

zavojnice E. Opisani graf pokazuje kako torzijski kut okosnice Thr257 ima kljuļnu ulogu u 

prethodno opisanom mehanizmu. Skupno slike 22 i 23 prikazuju kako je petlja 255 nestabilnija 

kada su prisutne mutacije, ġto je okidaļ mehanizma koji dovodi do pomicanja zavojnice E. 

 

Slika 23. Torzijski kut okosnice Thr257 oko ů veze CŬ ugljikovog i karbonilnog ugljikovog 

atoma tijekom MD simulacija, kod mHRP (ljubiļasto) i HRP (zeleno). Horizontalne linije 

oznaļavaju fluktuaciju oko kuta od 180°, pa ovisno o rotaciji poprimaju pozitivnu ili negativnu 

vrijednost blisku 180°. 
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Opisana promjena karakterizirana je izmjenom u konstrukciji okoliġa aktivnog mjesta, bez 

ikakvog gubitka sekundarnih struktura. Takav opis i ļinjenica da je ona opaģena pri viġim 

temperaturama (318 K, 333 K i 353 K kod mHRP te 353 K kod HRP), te da magnituda 

promjene raste s temperaturom (slika 20), ukazuje kako ona ima potencijala biti objaġnjenje 

eksperimentalnog opaģanja iz literature [5,6] koje navodi da se termiļki raspad hrenove 

peroksidaze dogaĽa preko prijelaznog stanja. Kako je navedeno u literaturnom pregledu, to 

prijelazno stanje karakterizirano je promjenom u tercijarnoj strukturi oko aktivnog mjesta bez 

ikakvih promjena u sekundarnoj strukturi, te se dogaĽa u temperaturnom rasponu od 40 °C do 

50 °C ġto upravo odgovara okarakteriziranom pomicanju zavojnice E. Prema tome, opisani 

mehanizam pomicanja zavojnice E moģe se predloģiti kao objaġnjenje navedenog 

eksperimentalnog opaģanja o intermedijarnom Ăpre-molten globuleñ stanju termiļkog raspada 

enzima HRP opisanog u literaturi[5,6].  

Pomicanje zavojnice E ima dodatni efekt na aktivno mjesto, a to je pomicanje Pro139 koji 

je znaļajan za katalitiļku reakciju enzima HRP. Literaturno je navedeno da se Pro139 nalazi 

iznad aktivnog mjesta te ostvaruje vodikovu vezu s vodom i/ili vodikovim peroksidom. Kako 

se zavojnica E pomiļe, tako se i on translatira kao ġto je prikazano na slici 24. Pozicija Pro139 

u vremenu tijekom simulacije mHRP prikazana je skalom u boji koja ide od tamne prema 

svijetloj. Vidljivo je kako je pozicija Pro139  na poļetku simulacije drugaļija od njegove 

konaļne pozicije nakon ġto doĽe do pomicanja zavojnice E. U sluļaju pomaka zavojnice E kod 

HRP ne dolazi do njegovog pomaka ġto se moģe pripisati razliļitim magnitudama i naļinima 

pomaka. Graf pomaka te regije takoĽer je prikazan na slici 24, gdje je uzet prosjek pomaka 

aminokiselina 138 i 139, kako bi se uklonile eventualne vibracije. Opisana promjena spregnuta 

s drugim faktorima moģe doprinijeti smanjenju aktivnost. 
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Slika 24. Lokacije Pro139 tijekom simulacija prikazane na skali u boji od tamne prema 

svijetlom. Najtamnija boja oznaļava poļetak simulacije, a najsvjetlija kraj simulacije. Ispod je 

prikazan pomak 138. i 139. aminokiseline tijekom simulacija mHRP (ljubiļasto) i HRP 

(zeleno). 

Druga opaģena promjena je pucanje vodikove veze izmeĽu Asp247 i His170. To 

omoguĺava histidinu da se rotira, ļime dolaze do naruġavanja -́  ́ interakcija s Phe221. 

Promjena je prikazana na slici 25, gdje je joġ priloģen graf pomaka regije neposredno oko 

Asp247. Asp247 nalazi se na zavojnici H, koja je na prethodno opisanoj slici 16 oznaļena 

brojem II i zelenom bojom. Iz tog razloga vjerovalo bi se kako je promjena rezultat pomicanja 

zavojnice E, no u mHRP ona je opaģena pri svim temperaturama, ukljuļujuĺi 300 K gdje nije 

doġlo do spomenutog pomaka. U HRP ona je najizraģenija pri 353 K kada je doġlo do 

navedenog pomicanja, no i pri niģim temperaturama dolazi do pomaka od 0,2 nm i pucanja te 

veze. Moguĺe objaġnjenje rezultata je da je spomenuta regija izuzetno osjetljiva na 

temperaturu, te veĺ pri 300 K moģe doĺi do pucanja. Mutacije to eventualno olakġavaju 

dodatnom destabilizacijom zavojnice H. Naruġavanjem tih interakcija omoguĺen je dodatan 

ulazak vode oko His170, ġto je spomenuto u poglavlju 4.2.1. slikom 22. Iako pucanje te veze i 
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posljediļna rotacija His170 nisu odluļujuĺi za katalitiļki mehanizam, za pretpostaviti je da 

dolazi do smanjenja stabilnost aktivnog mjesta. 

Opisane promjene u strukturi HRP i mHRP pri poviġenoj temperaturi, iako zasebno 

minimalne, kumulativno mogu dovesti do gubitka katalitiļke aktivnosti enzima 

 

Slika 25. Prikazi prije i poslije pucanja vodikove veze Asp247 ï His170. Sivom bojom oznaļen 

je Phe221 koji ostvaruje ̄-  ́ interakcije. Prikazane udaljenosti izraģene su u Angstremima. 

Grafovima su prikazani pomaci prosjeka regije 246. do 247. aminokiseline, ġto se uzima kao 

Asp247 i neposredna okolina. 
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5. Zakljuļak 

Provedeno je istraģivanje utjecaja glikolizacije, kao i utjecaja Martellovih mutacija[1] na 

enzim peroksidazu hrena (HRP). UstvrĽeno je kako glikozilacija nema znaļajnog utjecaja na 

konformaciju enzima, u smislu da je sveukupna konformacija oļuvana. Minimalne promjene 

primijeĺene su u regijama koje nisu od znaļaja, poput petlji. Konstrukcija aktivnog mjesta je 

oļuvana. Usprkos tome, utvrĽeno je da je enzim bez glikozilacije sveukupno nestabilniji, no 

glavnina dodatnih fluktuacija je lokalizirana na regije poput petlji. Regije od znaļaja, poput 

aktivnog mjesta, nisu znaļajno nestabilnije uslijed nedostatka glikozilacije. Na temelju 

iznesenih rezultata oļekivano bi bilo zadrģavanje aktivnosti uslijed gubitka glikozilacije. 

Smanjena stabilnost mogla bi ukazivati na kraĺi ģivotni vijek enzima. Iznesena raļunalna 

predviĽanja u sklopu istraģivanja utjecaja  glikozilacije na stabilnost enzima u skladu su s 

eksperimentalnim opaģanjima[2,8-12]. 

Provedena je usporedba simulacija pri razliļitim temperaturama (26,85 °C (300 K), 44,85 

°C (318 K), 59,85 °C (333 K) te 79,85 °C (353 K)) mHRP i HRP. Pri 300 K mHRP je stabilniji, 

s manje konformacijskih promjena i dodatnih fluktuacija u odnosu na HRP. To opaģanje 

sasvim je u skladu u kontekstu Martellovih mutacija[1] koje su uvedene sa svrhom da 

stabiliziraju HRP. Pri viġim temperaturama opaģeno je viġe konformacijskih promjena u 

mHRP, te su opaģene konformacijske promjene kojih nisu prisutne u HRP. Kod mHRP 

primijeĺene su poveĺane fluktuacije odreĽenih petlji, koje su strukturno fleksibilni elementi te 

nemaju utjecaja na katalitiļku aktivnost. Usprkos razlikama u konformaciji i jaļih fluktuacija 

petlji, analizama simulacija je utvrĽeno kako je mHRP sveukupno stabilniji i postojaniji od 

HRP. Najveĺa opaģena razlika je pomicanje zavojnice E i pripadne petlje (140. do 150. 

aminokiseline) u mHRP pri 318 K, 333 K te 353 K, koje je kod HRP primijeĺeno iskljuļivo 

pri 353 K. 

UtvrĽeno je da magnituda pomaka zavojnice E raste s temperaturom. To pomicanje 

zavojnice E nije dovelo do poveĺanja koliļine molekula vode u aktivnom mjestu, te oko His170 

koji se nalazi ispod ġupljine aktivnog mjesta i koordinira s hemom, no poveĺana je koliļina 

molekula vode sa strane hema gdje se nalazi spomenuta zavojnice. Pomicanje zavojnice E ima 

dodatni efekt na aktivno mjesto, a to je pomicanje Pro139 koji je bitan za katalitiļku reakciju 

HRP. On se nalazi unutar ġupljine aktivnog mjesta te ostvaruje vodikove veze s molekulama 

vode i/ili molekulom vodikovog peroksida, a pomicanjem zavojnice E on se translatira. To 

pomicanje Pro139 nije opaģeno u simulaciji HRP pri 353 K iako je doġlo do pomicanja 
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zavojnice E. Druga opaģena promjena je pucanje vodikove veze izmeĽu Asp247 i His170, ġto 

omoguĺava histidinu da se rotira ļime dolaze do naruġavanja ḯ́ interakcija s Phe221. Ta 

promjena je opaģena pri svim temperaturama, no izraģenije kada je doġlo do pomicanja 

zavojnice. Opisane promjene su zasebno razmjerno malene, no kumulativno mogu dovesti do 

smanjenja il i ļak gubitka katalitiļke aktivnosti enzima.  

Mehanizam pomicanja zavojnice E dogaĽa se u tri koraka: konformacijska promjena petlje 

255, pomak zavojnice H  te konaļno pomak zavojnice E. Konformacijska promjena u petlji 

255 raste u magnitudi s temperaturom, te je uzrokovana rotacijom torzijskog kuta ů veze CŬ 

ugljikovog atoma ï karbonilnog ugljikovog atoma okosnice Thr257, koji se nalazi pored 

Asn255Asp mutacije. Ta rotacija opaģena je iskljuļivo u varijantama kada je doġlo do pomaka 

zavojnice E, a nije opaģena u varijantama gdje nije doġlo do spomenutog pomaka. Kako je ta 

konformacijska promjena prvi korak u mehanizmu, to ukazuje da je ono odluļujuĺi faktor koji 

se ponaġa kao okidaļ mehanizma. Mutacija Asn255Asp uzrokuje gubitak glikozilacijskog 

mjesta na poziciji 255. Gubitak glikana destabilizira zavojnicu 255 i omoguĺava rotaciju 

torzijskog kuta Thr257, ġto dalje vodi do pomicanja zavojnice E. Zbog te mutacije u mHRP je 

sniģena energetska barijera pomaka zavojnice E, pa je ono opaģeno i pri 318 i 333 K dok u 

HRP nije opaģeno pri tim temperaturama. Iz tog razloga opravdano je vjerovati kako pomicanje 

zavojnice E nije dogaĽaj iskljuļivo povezan s Martellovim mutacijama, veĺ ga one samo 

promoviraj kroz gubitak glikana i posljediļno sniģavanje energetske barijere te promjene. 

Pomicanje zavojnice E u simulacijama mHRP poļinje pri temperaturi od 318 K, te ga 

karakterizira promjena u tercijarnoj strukturi oko aktivnog mjesta te apsolutna retencija 

sekundarne strukture. Opaģena promjena je u skladu s literaturno opisanim termiļkim 

raspadom HRP enzima koji se odvija preko intermedijernog koraka pre-molten globule do ļijeg 

prijelaza dolazi u temperaturnom rasponu od 313 K do 323 K (40 °C do 50 °C) [5,6]. 
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SAĢETAK 

Sveuļiliġte u Zagrebu 

Prirodoslovno-matematiļki fakultet 

Kemijski odsjek 

In silico istraģivanje utjecaja glikana i mutacija na 

rekombinantni enzim peroksidaza hrena 

Matej Koģiĺ 

Zavod za fizikalnu kemiju 

 Horvatovac 102a, Zagreb, Hrvatska 

Provedeno je istraģivanje utjecaja glikozilacije, kao i utjecaja Martellovih mutacija (razvijenih u svrhu 

koriġtenja enzima peroksidaze hrena (HRP) kao biosenzora) na enzim HRP te njegovu temperaturnu stabilnost. 

Provedeno je  osam simulacija molekulske dinamike, svaka u trajanju od 500 ns, glikoziliranih oblika divljeg tipa 

i mutiranog oblika HRP pri temperaturama odabranim na temelju dostupnih eksperimentalnih podataka: 300 K, 

318 K, 333 K i 353 K. Pored toga, provedene su i simulacije neglikoziliranog divljeg tipa HRP pri 300 K i 

neglikoziliranog rekombinantnog tipa HRP pri 300 K, takoĽer svaka u trajanju od 500 ns. Predstavljena je i 

opisana metoda analize trajektorija nazvana mapa trajektorija (engl. Trajectory Map) za koju je u sklopu ovog 

rada napisana skripta u programskom jeziku Python, uz koju su takoĽer provedene i uobiļajene metode analize 

trajektorija. Analizom simulacija utvrĽen je utjecaj glikozilacija na divlju i rekombinantnu varijantu enzima HRP, 

kao i utjecaj mutacija na enzim i na njegovu temperaturnu stabilnost. Na temelju rezultata simulacija i usporedbe 

s eksperimentalno dostupnim podacima predloģen je mehanizam promjene u tercijarnoj strukturi  kao i objaġnjenje 

literaturno dostupnog podatka o intermedijernom stanju termiļkog raspada enzima HRP nazvanog engl. pre-

molten globule. 

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

Kljuļne rijeļi: peroksidaza hrena, biosenzor, molekulska dinamika, mapa trajektorija, temperaturna stabilnost 

enzima HRP 

Mentor:  prof. dr. sc. Branimir Bertoġa  
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9. Summary 

SUMMARY  

University of Zagreb 

Faculty of Science 

Department of Chemistry 

In silico study of the effects of glycans and mutations on a 

recombinant enzyme horseradish peroxidase 

Matej Koģiĺ 

Division of Physical Chemistry 

 Horvatovac 102a, Zagreb, Croatia 

The goal of the presented research was to study the effects of glycosylation, as well as Martell mutations 

(developed for the purpose of using horseradish peroxidase (HRP) enzyme as a biosenzor in protein-fragment 

complementation assays), on the enzyme and its thermal stability. Molecular dynamics (MD) simulations (the 

duration of 500 ns) of eight systems were conducted: wild and recombinant types of HRP at different temperatures 

selected in accordance with available experimental data: 300 K, 318 K, 333 K, and 353 K. In addition, MD 

simulations of deglycosylated wild type and recombinant type of HRP at 300 K were conducted. A novel method 

of trajectory analysis (made using custom scripts for Python programing language) was developed in the frame of 

this study (ñtrajectory map analysisò) and used alongside standard trajectory analysis methods. Effects of 

glycosylation on the wild type and the recombinant type of HRP were determined, as well as the effects of 

mutations on the enzyme and its thermal stability. Finally, a change in tertiary structure around the catalytic center 

of the enzyme was presented and described in detail. That conformational change and its respective molecular 

mechanism was proposed as a theoretical explanation of a literary experimental result that describes the thermal 

unfolding of the HRP enzyme as a two-step process involving an intermediate state referenced in literature as pre-

molten globule state.  

(47 pages, 25 figures, 36 references, the original of Croatian) 

Keywords: Horseradish Peroxidase, Protein-fragment Complementation Assay, Molecular Dynamics, Pre-

Molten Globule, Trajectory Map 

Mentor:  Dr. Branimir Bertoġa 
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10. Dodatak 

Dodatak 1. Koriġteni brojaļ molekula vode za program VMD. 

set  output [ open  "353_5a_his.dat"  w]       

        

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

     

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

  

puts $output [ $sel num]       

       

}  

close $output  

 

Dodatak 2. Koriġteni kalkulator torzijskih kutova definirane regije okosnice proteina za 

program VMD. 

set  output [ open  "diheds_w353.dat"  w]       

        

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

     

set  v1 [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  v11 [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 $output "$v1|$v2|$v3|$v4|$v5|$v6|$v7|$v8|$v9|$v10|$v11|$v12|$v13"

          

}  

close $output  

 

# source ../../diheds/diheds.txt  
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Dodatak 3. Koriġtena skripta za izradu grafova vremenske ovisnosti koliļine molekula vode 

oko regija od interesa na temelju skripte za VMD (dodatak 1), za programski jezik Python. 

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

"""  

Created on Sat Jan 29 14:07:45 2022  

 

@author: mtjkzc  

"""  

 

#####    water counter     ####  

 

import  numpy as  np  

import  pandas  as  pd  

from  numpy import  loadtxt  

import  matplotlib.pyplot  as  plt  

from  matplotlib.ticker  import  (MultipleLocator)  

 

 

file1 = "../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"  

 

title1 = "Broj molekula vode 5 A od hema i 38"  

savefig1 = "../figs/w_water_5A_as38.png"  

size = 800  

 

l1 = "300 K"  

l2 = "318 K"  

l3 = "333 K"  

l4 = "353 K"  

#########################################################################

######  

 

ax = plt . subplot( 111 )  

 

lines1 = loadtxt(file1, comments ="#" , delimiter ="," , unpack =False )  

df1 = pd. DataFrame(lines1)  

y1 =df1[ 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( 0, 500 , 1))  

 

avg = 15  

y1a = y1 . rolling(avg) . mean()  

y2a = y2 . rolling(avg) . mean()  

y3a = y3 . rolling(avg) . mean()  

y4a = y4 . rolling(avg) . mean()  

 

color1 = "greenyellow"                                 

color2 = "limegreen"  

color3 = "green"  

color4 = "darkolivegreen"  

 

plt . plot(x,y1, linewidth =0.3 , color =color1, label = l1)  

plt . plot(x,y2, linewidth =0.3 , color =color2, label = l2)  

plt . plot(x,y3, linewidth =0.3 , color =color3, lab el = l3)  

plt . plot(x,y4, linewidth =0.3 , color =color4, label = l4)  

 

ax . legend(loc ='upper left' ,  

          fancybox =True , shadow =True , prop ={ 'size' : 7.5 })  

 

 

plt . plot(x,y1a, linewidth =1, color =color1, label = l1)  

plt . plot(x,y2a, linewidth =1, color =color2, label = l2)  

plt . plot(x,y3a, linewidth =1, color =color3, label = l3)  

plt . plot(x,y4a, linewidth =1, color =color4, label = l4)  

 

ax . set_xlim( 0, 500 )  

plt . yticks(np . arange( 0, 40 , step =2))  

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

plt . title(title1)  

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(savefig1, dpi = size)  

 

 

#########################################################################  

#########################################################################  
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Dodatak4. Koriġtena skripta za izradu grafova promjena torzijskih kutova na temelju skripte 

za program VMD (dodatak 2), za programski jezik Python. 

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

"""  

Created on Sat Jan 29 14:07:45 2022  

 

@author: mtjkzc  

"""  

 

 

import  numpy as  np  

import  pandas  as  pd  

from  numpy import  loadtxt  

import  matplotlib.pyplot  as  plt  

from  matplotlib.ticker  import  (MultipleLocator)  

 

file1 = "diheds_w300.dat"  

file2 = "diheds_w318.dat"  

file3 = "diheds_w333.dat"  

file4 = "diheds_w353.dat"  

 

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

num = 12  

avg = 15  

 

##################################################### ####################

######  

 

matrix1 = loadtxt(file1, comments ="#" , delimiter ="|" , unpack =False )  

matrix1 = np. transpose(matrix1)  

 

matrix2 = loadtxt(file2, comments ="#" , delimiter ="|" , unpack =False )  

matrix2 = np. transpose(matrix2)  

 

matrix3 = loadtxt( file3, comments ="#" , delimiter ="|" , unpack =False )  

matrix3 = np. transpose(matrix3)  

 

matrix4 = loadtxt(file4, comments ="#" , delimiter ="|" , unpack =False )  

matrix4 = np. transpose(matrix4)  

 

 

#########################################################################

######  

 

graph1 = matrix1[num,:]  
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graph2 = matrix2[num,:]  

graph3 = matrix3[num,:]  

graph4 = matrix4[num,:]  

 

y1 = pd. DataFrame(graph1)  

y2 = pd. DataFrame(graph2)  

y3 = pd. DataFrame(graph3)  

y4 = pd. DataFrame(graph4)  

y1a = y1 . rolling(avg) . mean()  

y2a = y2 . rolling(avg) . mean()  

y3a = y3 . rolling(avg) . mean()  

y4a = y4 . rolling(avg) . mean()  

 

color1 = "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(graph1, linewidth = 0.4 , color = color1,label = "300 K" )  

 

#plt.plot(y1a, linewidth=1, color=color1)  

#plt.plot(y2a, linewidth=1, color=color2)  

#plt.plot (y3a, linewidth=1, color=color3)  

#plt.plot(y4a, linewidth=1, color=color4)  

  

 

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 ( r'$ \ theta \  / \ circ$' )  

ax2 . set_xlabel ( "t / ns" )  

 

plt . legend( bbox_to_anchor =( 0.45 , - 0.08 , 0, 0), shadow = True , ncol = 4, 

fontsize = 6)  

 

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

 

#########################################################################  

#########################################################################  
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Dodatak 5. Koriġtena skripta za izradu Rg grafova na temelju .xvg datoteke dobivene 

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  

data = data . iloc[ 14 :] #--------------------------------------------------

---  

i = 0 

limit = len (dataframe)  

coords = pd. Series()  

try :  

    while  i <= limit :  
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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  : pass  

coords = coords . str . split( "," , expand = True  )  

coords = np. array(coords, dtype = float )  

x1 = coords[:, 0] /  1000  

y1 = coords[:, 1]  

xa1 = coords[:, 0] /  1000  

ya1 = coords[:, 2]  

xb1 = coords[:, 0] /  1000  

yb1 = coords[:, 3]  

xc1 = coords[:, 0] /  1000  

yc1 = coords[:, 4]  

###############################SECOND 

GRAPH########################################  

 

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 :  

        #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 
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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:" , i)  

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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        #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[ 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:" , i)  

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 :  

        #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[ 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:" , i)  

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  

y1x = pd. Series(data =y1)  

y2x = pd. Series(data =y2)  

y3x = pd. Series(data =y3)  

y4x = pd. Series(data =y4)  

 

y1x = y1x . 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"  

 

color1 = "greenyellow"                                 

color2 = "limegreen"  

color3 = "green"  

color4 = "darkolivegreen"  

 

plt . plot(x1,y1x, linewidth = 1, color = color1, label = "300 K" )  

plt . plot(x2,y2x, linewidth = 1, color = color2, label = "318 K" )  

plt . plot (x3,y3x, linewidth = 1, color = color3, label = "333 K" )  

plt . plot(x4,y4x, linewidth = 1, color = color4, label = "353 K" )  

 

plt . plot(x1,y1, linewidth = 0.3 , color = color1, )  

plt . plot(x2,y2, linewidth = 0.3 , color = color2, )  

plt . plot (x3,y3, linewidth = 0.3 , color = color3, )  

plt . plot(x4,y4, linewidth = 0.3 , color = color4, )  

 

 

plt . xlabel(xlabel)  

plt . ylabel (ylabel)  
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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)  

#########################################################################

######  

 

Dodatak 6. Koriġtena skripta za izradu RMSD grafova na temelju .xvg datoteke dobivene 

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( ",," , "," )  

        if  i == 0 :  

            line = line[ 1:] #--------------------------------------------

------  

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

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

except  IndexError  : pass  

coords = coords . str . split( "," , expand = True  )  

coords = np. array(coords, dtype = float )  

x1 = coords[:, 0] /  1000  

y1 = coords[:, 1] *  10  

 

###############################SECOND 

GRAPH########################################  

 

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 
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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[ 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( ",," , "," )  

        if  i == 0 :  

            line = line[ 1:] #--------------------------------------------

------  

        coords = coords . append(pd . Series(line))  

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

except  IndexError  : pass  

coords = coords . str . split( "," , expand = True  )  

coords = np. array(coords, dtype = float )  

 

 

x2 = coords[:, 0] /  1000  

y2 = coords[:, 1] *  10  

 

############################# ############################################

####################  

 

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 . 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( ",," , "," )  

        if  i == 0 :  

            line = line[ 1:] #--------------------------------------------

------  

        coords = coords . append(pd . Series(line))  

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

except  IndexError  : pass  

coords = coords . str . split( "," , expand = True  )  

coords = np. array(coords, dtype = float )  

x3 = coords[:, 0] /  1000  

y3 = coords[:, 1] *  10  

 

###############################THIRD 

GRAPH########################################  
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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 :  

        #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[ 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( ",," , "," )  

        if  i == 0 :  

            line = line[ 1:] #--------------------------------------------

------  

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

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

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] *  10  

 

###############################SECOND 

GRAPH########################################  

#########################################################################

######  

 

title = "a)"  

xlabel = "t / ns"  

ylabel = "RMSD / A"  

size = 800  

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

legend_loc = "upper left"  

color1 = "greenyellow"                                 

color2 = "limegreen"  

color3 = "green"  

color4 = "darkolivegreen"  

 

plt . plot(x1,y1, linewidth = 1, color = color1, label = "300 K" )  

plt . plot (x2,y2, linewidth = 1, color = color2, label = "318 K" )  

plt . plot(x3,y3, linewidth = 1, color = color3, label = "333 K" )  

plt . plot(x4,y4, linewidth = 1, color = color4, label = "353 K" )  

 

 

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

plt . xlabel(xlabel)  

plt . ylabel (ylabel)  

plt . yticks(np . 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)  

#########################################################################  

Dodatak 7. Koriġtena skripta za izradu RMSF grafova na temelju .xvg datoteke dobivene 

GROMACS programom, za programski jezik Python. 

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

"""  

Created on Sat Jan 29 10:32:09 2022  
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@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_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:] #---------------------------------------------------

--  

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( ",," , "," )  

        if  i == 0 :  



10. Dodatak  68 

 

Matej Koģiĺ 

            line = line[ 0:] #--------------------------------------------

------  

        coords = coords . append(pd . Series(line))  

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

except  IndexError  : pass  

coords = coords . str . split( "," , expand = True  )  

coords = np. array(coords, dtype = float )  

x1 = coords[:, 0]  

y1 = coords[:, 1] *  10  

 

###############################SECOND 

GRAPH########################################  

 

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:] #---------------------------------------------------

--  

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( ",,,," , "," )  

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

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

        if  i == 0 :  

            line = line[ 0:] #--------------------------------------------

------  

        coords = coords . append(pd . Series(line))  

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

except  IndexError  : pass  

coords = coords . str . split( "," , expand = True  )  

coords = np. array(coords, dtype = float )  

x2 = coords[:, 0]  

y2 = coords[:, 1] *  10  

 

#########################################################################

#######  

 

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:] #---------------------------------------------------

--  

i = 0 

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 == 0 :  

            line = line[ 0:] #--------------------------------------------

------  

        coords = coords . append(pd . Series(line))  

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

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 :  

        #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:] #---------------------------------------------------

--  

i = 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( ",," , "," )  

        if  i == 0 :  

            line = line[ 0:] #--------------------------------------------

------  

        coords = coords . append(pd . Series(line))  

        i = i + 1 

        print ( "Reading row:" , i)  

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"  

color1 = "greenyellow"                                 

color2 = "limegreen"  

color3 = "green"  

color4 = "darkolivegreen"  

 

plt . plot(x1,y1, linewidth = 1, color = color1, label = "300 K" )  

plt . plot(x2,y2, linewidth = 1, color = color2, label = "318 K" )  

plt . plot(x3,y3, linewidth = 1, color = co lor3, label = "333 K" )  

plt . plot(x4,y4, linewidth = 1, color = color4, label = "353 K" )  

 

#plt.title(title)  

plt . xlabel(xlabel)  

plt . ylabel (ylabel)  

plt . yticks(np . arange( 0, 8, step =0.5 ))                  

plt . xticks(np . arange( 0, 308 , step =20))  

ax = plt . subplot( 111 )  
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#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)  

#########################################################################  

Dodatak 8. Glavna koriġtena skripta za izradu mapa 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  

 

###### ---  Importing data from pdb file ----

####################################  

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( " " , "," ,regex =True )  

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

            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:" , i)  

    except  IndexError  : pass  

     

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

    stop_read = timeit . default_timer()  

    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 = 6 

    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]) #N 

                    y_i2 = float (data . iloc[i,b])  

                    z_i2 = float (data . iloc[i,c])  

                     

                    x_i1 = float (data . iloc[i +3,a]) #O 

                    y_i1 = float (data . iloc[i +3,b])  

                    z_i1 = float (data . iloc[i +3,c])  

                     

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

                    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_h1 = float (data . iloc[h +3,a])  

                    y_h1 = float (data . iloc[h +3,b])  

                    z_h1 = 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 . iloc[h +2,a])  

                    y_h4 = float (data . iloc[h +2,b])  

                    z_h4 = float (data . iloc[h +2,c])  

                     

                    x_cm_i = (x_i1 * O + x_i2 * N + x_i3 * C + x_i4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                    y_cm_i = (y_i1 * O + y_i2 * N + y_i3 * C + y_i4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                    z_cm_i = (z_i1 * O + z_i2 * N + z_i3 * C + z_i4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                     

                    x_cm_h = (x_h1 * O + x_h2 * N + x_h3 * C + x_h4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                    y_cm_h = (y_h1 * O + y_h2 * N + y_h3 * C + y_h4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                    z_cm_h = (z_h1 * O + z_h2 * N + z_h3 * C + z_h4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                 

                    value =  ( ((x_cm_i -  x_cm_h ) ** 2 + 

                                (y_cm_i -  y_cm_h) ** 2 +  

                                (z_cm_i -  z_cm_h) ** 2 ) ) ** ( 1/ 2)   

                    h = h + 4 

                    i = i + 4 

                elif  int (residue) == 308  :  

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

                    y_i2 = float (data . iloc[i,b])  

                    z_i2 = float (data . iloc[i,c])  

                     

                    x_i1 = float (data . iloc[i +3,a]) #O 

                    y_i1 = float (data . iloc[i +3,b])  
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                    z_i1 = float (data . iloc[i +3,c])  

                     

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

                    y_i3 = float (data . iloc[i +1,b])  

                    z_i3 = float (data . iloc[i +1,c])  

                     

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

                    y_i4 = float (data . iloc[i +2,b])  

                    z_i4 = float (data . iloc[i +2,c])  

                     

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

                    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_h1 = float (data . iloc[h +3,a])  

                    y_h1 = float (data . iloc[h +3,b])  

                    z_h1 = 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 . iloc[h +2,a])  

                    y_h4 = float (data . iloc[h +2,b])  

                    z_h4 = float (data . iloc[h +2,c])  

                     

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

                    y_h5 = float (data . iloc[h +4,b])  

                    z_h5 = float (data . iloc[h +4,c])  

                 

                     

                    x_cm_i = (x_i1 * O + x_i2 * N + x_i3 * C + x_i4 * C + x_i5 * O) 

/  (O+N+CA+C+O) 

                    y_cm_i = (y_i1 * O + y_i2 * N + y_i3 * C + y_i4 * C + y_i5 * O) 

/  (O+N+CA+C+O) 

                    z_cm_i = (z_i1 * O + z_i2 * N + z_i3 * C + z_i4 * C + z_i5 * O) 

/  (O+N+CA+C+O) 

                     

                    x_cm_h = (x_h1 * O + x_h2 * N + x_h3 * C + x_h4 * C + x_h5 * O) 

/  (O+N+CA+C+O)  

                    y_cm_h = (y_h1 * O + y_h2 * N + y_h3 * C + y_h4 * C + y_h5 * O) 

/  (O+N+CA+C+O) 

                    z_cm_h = (z_h1 * O + z_h2 * N + z_h3 * C + z_h4 * C + z_h5 * O) 

/  (O+N+CA+C+O) 
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                    value =  ( ((x_cm_i -  x_cm_h ) ** 2 + 

                                (y_cm_i -  y_cm_h) ** 2 +  

                                (z_cm_i -  z_cm_h) ** 2 ) ) ** ( 1/ 2)   

                    

                    i = i + 5 

                    h = h + 5 

                else :  

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

                    y_i2 = float (data . iloc[i,b])  

                    z_i2 = float (data . iloc[i,c])  

                     

                    x_i1 = float (data . iloc[i +3,a]) #O 

                    y_i1 = float (data . iloc[i +3,b])  

                    z_i1 = float (data . iloc[i +3,c])  

                     

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

                    y_i3 = float (data . iloc[i +1,b])  

                    z_i3 = float (data . iloc[i +1,c])  

                     

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

                    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_h1 = float (data . iloc[h +3,a])  

                    y_h1 = float (data . iloc[h +3,b])  

                    z_h1 = 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 . iloc[h +2,a])  

                    y_h4 = float (data . iloc[h +2,b])  

                    z_h4 = float (data . iloc[h +2,c])  

                     

                    x_cm_i = (x_i1 * O + x_i2 * N + x_i3 * C + x_i4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                    y_cm_i = (y_i1 * O + y_i2 * N + y_i3 * C + y_i4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                    z_cm_i = (z_i1 * O + z_i2 * N + z_i3 * C + z_i4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                     

                    x_cm_h = (x_h1 * O + x_h2 * N + x_h3 * C + x_h4 * C) /  

(O+N+CA+C)  
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                    y_cm_h = (y_h1 * O + y_h2 * N + y_h3 * C + y_h4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                    z_cm_h = (z_h1 * O + z_h2 * N + z_h3 * C + z_h4 * C) /  

(O+N+CA+C)  

                 

                    value =  ( ((x_cm_i -  x_cm_h ) ** 2 + 

                                (y_cm_i -  y_cm_h) ** 2 +  

                                (z_cm_i -  z_cm_h) ** 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)  

################ --- data to matrix ------------

##################################  

 

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( 0,  

                                 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 . iloc[k, 0])  

        y = int (graph_data . iloc[k, 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_trcb = 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)  

#print ("Figure title: ", title)  

#print (" ----- Name match check: ", file, save_name, load_name, savefig, 

title  

#       , " -------- ")  

 

################## --- HEATMAP-------

############################################  

 

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. Koriġtena skripta za izradu razlikovnih mapa trajektorija na temelju .csv datoteke 

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( 0,  

                                     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) :  
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            x = int (graph_data . iloc[k, 0])  

            y = int (graph_data . iloc[k, 1])  

            z = float (graph_data . iloc[k, 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)  

 

#########################################################################

######  

 

hm1 = "../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"  

#title = "split_nogly -  native_nogly"  

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

 

i = 0 

residues = 308  

while  i < number_of_heatmaps :  

    if  i == 0 :  

        hm_1 = Converter(hm1, residues)  

        print  ( "Loaded m1" )  

        i = i + 1 

    elif  i == 1:  

        print  ( " --------------------------------------------- " )  

        hm_2 = Converter(hm2, residues)  

        print ( "Loaded m2" )  

        i = i + 1 

    elif  i == 2:  

        print  ( " --------------------------------------------- " )  

        hm_3 = Converter(hm3, residues)  

        print ( "Loaded m3" )  

        i = i + 1 

    elif  i == 3:  

        print  ( " --------------------------------------------- " )  

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

        i = i + 1 

    elif  i == 4:  

        print  ( " --------------------------------------------- " )  

        hm_5 = Converter(hm5, residues)  

        print ( "Loaded m5" )  

        i = i + 1 

    elif  i == 5:  

        print  ( " --------------------------------------------- " )  

        hm_6 = Converter(hm6, residues)  

        print ( "Loaded m6" )  

        i = i + 1 

    elif  i == 6:  

        print  ( " --------------------------------------------- " )  

        hm_7 = Converter(hm7, residues)  

        print ( "Loaded m7" )  

        i = i + 1 

    elif  i == 7:  

        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 -  hm_7 -  hm_8) /  4 

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 -  mutirani"  

xlabel = "Aminokiselinski ostatak"  

ylabel = "t / ns"  

size = 800  

vmin = - 9 

vmax = 9 

cmap = "seismic"  

title = str ( str ( "TrajMap" ) + " "  + str (title_) )  

 

ax = plt . subplot( 111 )  
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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' )  

 

#########################################################################  

########################################################################  

Dodatak 10. Koriġtena skripta za izradu grafova pomaka definiranih regija tokom simulacije 

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  

"""  

 

import  numpy as  np  

import  pandas  as  pd  

import  matplotlib.pyplot  as  plt  

from  matplotlib.ticker  import  (MultipleLocator)  

 

 

file1 = "../data/w300.csv"  

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

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

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

 

title1 = "Prosjeļan pomak resid 250- 260"  

savefig1 = "../figs/w_255_shift.png"  

size = 800  

 

l1 = "300 K"  

l2 = "318 K"  

l3 = "333 K"  

l4 = "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( 0,  

                                     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 . iloc[k, 0])  

            y = int (graph_data . iloc[k, 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" )  

    matrix = np. transpose(matrix)  

    return  matrix  

 

#########################################################################

######  

 

matrix1 = converter(file1)  

matrix2 = converter(file2)  

matrix3 = converter(file3)  

matrix4 = converter(file4)  

 

ax = plt . subplot( 111 )  

 

d1 = pd. DataFrame(data = np. arange( 0, 500 , 1))  

d2 = pd. DataFrame(data = np. arange( 0, 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, res1, res2, time1, time2, output):  

    y = matrix[res1:res2,time1:time2]  

    i = 0 

    while  i < len (output) :  

        output . iloc[i] = np. average(y[:,i])  

        i = i + 1 

    return  output  

 

 

y1 = avg_gen(matrix1, 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  

y1a = y1 . rolling(avg) . mean()  

y2a = y2 . rolling(avg) . mean()  

y3a = y3 . rolling(avg) . mean()  

y4a = y4 . rolling(avg) . mean()  

 

 

#########################################################################

######  

color1 = "greenyellow"                                 

color2 = "limegreen"  

color3 = "green"  

color4 = "darkolivegreen"  

 

ax = plt . subplot( 111 )  

 

 

plt . plot(y1, linewidth =0.3 , color =color1, label = l1)  

plt . plot(y2, linewidth =0.3 , color =color2, label = l2)  

plt . plot(y3, linewidth =0.3 , color =color3, label = l3)  

plt . plot(y4, linewidth =0.3 , color =color4, label = l4)  

 

ax . legend(loc ='upper left' ,  

          fancybox =True , shadow =True , prop ={ 'size' : 7.5 })  

 

plt . plot(y1a, linewidth =1, color =color1, label = l1)  

plt . plot(y2a, linewidth =1, color =color2, label = l2)  

plt . plot(y3a, linewidth =1, color =color3, label = l3)  

plt . plot(y4a, linewidth =1, color =color4, label = l4)  

 

ax . set_xlim( 0, 500 )  

ax . set_ylim( 0)  

plt . yticks(np . arange( 0, 8.5 , step =0.5 ))  
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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(savefig1, dpi = size)  

 

 

#########################################################################  

Dodatak 11. Modularizirana biblioteka mapa trajektorija namijenjena za daljnju oporabu 

koja omoguĺava izradu razlikovnih mapi trajektorija prema predloġku danom u dodatku 12. 

Ova skripta za programski jezik Python je ureĽena verzija skripti iz dodataka 8 i 9, no u 

obliku importabilnog lokalnog modula temeljenog na funkcijama. 

'''  

        Trajectory Map v2  

        2022.06.11  

        Matej Koģiĺ 

         

                        '''  

#Currently works only w a single peptide chain  

 

#Reqs: Numpy, Pandas, Matplotlib  

 

#########################################################################  

 

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:" , i, "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 = 6 

    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]) #N 

                    y_i1 = float (data . iloc[i,b])  

                    z_i1 = float (data . iloc[i,c])  

                     

                    x_i2 = float (data . iloc[i +1,a]) #CA 

                    y_i2 = float (data . iloc[i +1,b])  

                    z_i2 = float (data . iloc[i +1,c])  

                     

                    x_i3 = float (data . iloc[i +2,a]) #C 

                    y_i3 = float (data . iloc[i +2,b])  

                    z_i3 = float (data . iloc[i +2,c])  

                     

                    x_i4 = float (data . iloc[i +3,a]) #O 

                    y_i4 = float (data . iloc[i +3,b])  

                    z_i4 = float (data . iloc[i +3,c])  
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                    x_i5 = float (data . iloc[i +4,a]) #O 

                    y_i5 = float (data . iloc[i +4,b])  

                    z_i5 = float (data . iloc[i +4,c])  

                 

                    x_h1 = float (data . iloc[h,a])  

                    y_h1 = float (data . iloc[h,b])  

                    z_h1 = float (data . iloc[h,c])  

                     

                    x_h2 = float (data . iloc[h +1,a])  

                    y_h2 = float (data . iloc[h +1,b])  

                    z_h2 = float (data . iloc[h +1,c])  

                     

                    x_h3 = float (data . iloc[h +2,a])  

                    y_h3 = float (data . iloc[h +2,b])  

                    z_h3 = float (data . iloc[h +2,c])  

                     

                    x_h4 = float (data . iloc[h +3,a])  

                    y_h4 = float (data . iloc[h +3,b])  

                    z_h4 = float (data . iloc[h +3,c])  

                     

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

                    y_h5 = float (data . iloc[h +4,b])  

                    z_h5 = float (data . iloc[h +4,c])  

                 

                     

                    x_cm_i = (x_i1 * N + x_i2 * CA + x_i3 * C + x_i4 * O + 

x_i5 * O) /  (O+N+CA+C+O) 

                    y_cm_i = (y_i1 * N + y_i2 * CA + y_i3 * C + y_i4 * O + 

y_i5 * O) /  (O+N+CA+C+O) 

                    z_cm_i = (z_i1 * N + z_i2 * CA + z_i3 * C + z_i4 * O + 

z_i5 * O) /  (O+N+CA+C+O) 

                     

                    x_cm_h = (x_h1 * N + x_h2 * CA + x_h3 * C + x_h4 * O + 

x_h5 * O) /  (O+N+CA+C+O)  

                    y_cm_h = (y_h1 * N + y_h2 * CA + y_h3 * C + y_h4 * O + 

y_h5 * O) /  (O+N+CA+C+O) 

                    z_cm_h = (z_h1 * N + z_h2 * CA + z_h3 * C + z_h4 * O + 

z_h5 * O) /  (O+N+CA+C+O) 

                 

                    value =  ( ((x_cm_i -  x_cm_h ) ** 2 + 

                                (y_cm_i -  y_cm_h) ** 2 +  

                                (z_cm_i -  z_cm_h) ** 2 ) ) ** ( 1/ 2)   

                    

                    i = i + 5 

                    h = h + 5 

                else :  

                    x_i1 = float (data . iloc[i,a]) #N 

                    y_i1 = float (data . iloc[i,b])  
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                    z_i1 = float (data . iloc[i,c])  

                     

                    x_i2 = float (data . iloc[i +1,a]) #CA 

                    y_i2 = float (data . iloc[i +1,b])  

                    z_i2 = float (data . iloc[i +1,c])  

                     

                    x_i3 = float (data . iloc[i +2,a]) #C 

                    y_i3 = float (data . iloc[i +2,b])  

                    z_i3 = float (data . iloc[i +2,c])  

                     

                    x_i4 = float (data . iloc[i +3,a]) #O 

                    y_i4 = float (data . iloc[i +3,b])  

                    z_i4 = float (data . iloc[i +3,c])  

                 

                    x_h1 = float (data . iloc[h,a])  

                    y_h1 = float (data . iloc[h,b])  

                    z_h1 = float (data . iloc[h,c])  

                     

                    x_h2 = float (data . iloc[h +1,a])  

                    y_h2 = float (data . iloc[h +1,b])  

                    z_h2 = float (data . iloc[h +1,c])  

                     

                    x_h3 = float (data . iloc[h +2,a])  

                    y_h3 = float (data . iloc[h +2,b])  

                    z_h3 = float (data . iloc[h +2,c])  

                     

                    x_h4 = float (data . iloc[h +3,a])  

                    y_h4 = float (data . iloc[h +3,b])  

                    z_h4 = float (data . iloc[h +3,c])  

                     

                    x_cm_i = (x_i1 * N + x_i2 * CA + x_i3 * C + x_i4 * O) /  

(O+N+CA+C)  

                    y_cm_i = (y_i1 * N + y_i2 * CA + y_i3 * C + y_i4 * O) /  

(O+N+CA+C)  

                    z_cm_i = (z_i1 * N + z_i2 * CA + z_i3 * C + z_i4 * O) /  

(O+N+CA+C)  

                     

                    x_cm_h = (x_h1 * N + x_h2 * CA + x_h3 * C + x_h4 * O) /  

(O+N+CA+C)  

                    y_cm_h = (y_h1 * N + y_h2 * CA + y_h3 * C + y_h4 * O) /  

(O+N+CA+C)  

                    z_cm_h = (z_h1 * N + z_h2 * CA + z_h3 * C + z_h4 * O) /  

(O+N+CA+C)  

                 

                    value =  ( ((x_cm_i -  x_cm_h ) ** 2 + 

                                (y_cm_i -  y_cm_h) ** 2 +  

                                (z_cm_i -  z_cm_h) ** 2 ) ) ** ( 1/ 2)   

                    h = h + 4 

                    i = i + 4 
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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, " ---------- " )  

                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( 0,  

                                     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 . iloc[k, 0])  

            y = int (graph_data . iloc[k, 1])  

            z = float (graph_data . iloc[k, 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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#########################################################################

######  

 

# params [x_major, x_minor, y_major, y_minor, vmin, vmax, residues, cmap]  

 

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 == 0 :  

        cmap = "magma"  

    elif  cmap == 1 :  

        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( 0, frames + 1, step = x_major), fontsize = 7)                  

    plt . yticks(np . arange( 0, 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. Predloġka za koriġtenje biblioteke dane dodatkom 12. 

'''  

 

Modul ima 3 funkcije: pdb2csv, ġto kao input uzima aligned koordinate 

backbone - a 

proteina u pdb formatu. Mora b iti aligned inaĺe ne radi; ja sam to iz VMD 

exportao.  

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

isti traje dva sata. Ġto viġe kadrova to bolja rezolucija mape, ali 

dulje traje... Tako da za poļetak najbolje neġto dvoznamenkasto ili nisko 

troznamenkasto.  

Za poļetak preporuļam 50 kadrova, pa ako radi onda se moģe rezolucija 

poveĺati. 

Ja sam radio sa 500 kadrova za 500ns, i to je super izgledalo. Msm da 

viġe od 500 ne treba. 

 

Druga funkcija csv2matrix kao input ima taj konvertir ani csv file, a 

output joj je matrica.  

 

Treĺa funkcija matrix2map kao input ima tu prethodno napravljenu matricu. 

"params" parametar uzima array oblika:  

    [x_major, x_minor, y_major, y_minor, vmin, vmax, residues, cmap]  

     

    Prvo ļetvoro su tickovi za osi, vmin i vmax je value za colorbar 

heatmap - a.  

    residues je broj residua, a cmap je colormap koj moģe biti 0 ili 1. 

     

    0 je klasiļna mapa, a 1 je plavo- bijelo - crvena divergentna koja se 

koristi  

    kada se radi diffmatrix da se pokaģu razlike u pomacima npr apo/holo, 

gly/nogly  

    mut/wld, i sl. Ako se radi klasiļna mapa, onda ide cmap 0 i vmin 0; a 

ako se  

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

     

    Array za params sve trebaju biti integeri u toļno ovom redosljedu.  

     

Sve te params je najbolje poġtelati tako da se samo runna ta linija koda 

i oni  

se ugaĽaju. 

 

Konkretno, sve funkcije idu:  

     

    pdb2.csv(filename, savename, residues)  
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    csv2matrix(filename, residues)  

    matrix2map(matrix, savefig, title, p arams)  

     

Eto, sretno i valjda ĺe sve raditi. Za napomenuti je kako kod podrģava 

samo jednolanļani peptid sa jednim terminusom. Terminus u sredni ga 

ubije.  

  

 Matej Koģiĺ, 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  

title1 = "apo -  holo"  

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

  

tm. matrix2map(diffmatrix,title1, title1, params2)  
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Dodatak 14. Pokazno, razliļiti tipovi mapa trajektorija i njihove moguĺnosti uporabe. 

 

Slika D1.  Pokazni set mapa trajektorija :  a) standardna FS mapa gdje je 

vidljivo vrijeme, lokacija, i magnituda svakog pomaka okosnice proteina 

od izvornog poloģaja u kadru nula. b) FS mapa trajektorije sa 

superponiranom RMSD krivuljom na kojoj su oznaļene regije prije i poslije 

znaļajnog pomaka. c) PS mapa trajektorije gdje su vidljivi pomaci iz 

prethodnog u aktualni kadar. Zaokruģena je regija intenzivnih pomaka koja 

odgovara periodu nestabilnosti zavojnice uslijed mijenjanja konformacije. 

d) FS mapa trajektorije sa superponiranom krivuljom prosjeļnih pomaka iz 

prethodnog kadra, dobivenom uprosjeļavanjem PS prikaza kroz y os, sa 

pokretnim prosjekom od 15 kadrova.  

 



10. Dodatak  94 

 

Matej Koģiĺ 

  

Slika D2.  Prikazivanje redoslijeda promjena tijekom simulacije.  
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Slika D3.  Isticanje razlika izmeĽu simulacija (ili prosjeka simulacija) 

na prikazu sa oznaļenim sekundarnim strukturama i aminokiselinama od 

interesa.  
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Slika D4.  Isticanje razlika u simulacijama od interesa u vidu pomaka iz 

kadra i u kadar i+1 , te prikazivanje prosjeka razlika kretanja 

aminokiselinskih ostataka tijekom simulacija.  

 

 

Slika D5.  Prikazivanje pomicanja regija od interesa tijekom simulacija.  

  


