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Abstrakt

Do jaké miry konformacni preference ukryta v zakladnich stavebnich blocich proteini
urcuje jejich trojrozmérnou strukturu? Rozsahlé kvantové-chemické vypocty spojené s
modernimi solvata¢nimi metodami predstavuji jedine¢nou sadu néstroji k objasnéni
klicovych faktort biomolekularni struktury ab initio. Na modelovych systémech
predstavujicich kratké peptidové fragmenty byl provedeno tuplné konformadéni
vzorkovéani (sampling). Ziskané vysledky ukazuji, jak tyto konformaéni preference
mohou spoluurc¢ovat tvorbu prostorové struktury proteinti. Zaroven poskytuji
nesmirné cennd data pro nalezeni optiméalniho algoritmu, ktery wc¢inné dosdhne
pokryti (ideélné vSech) nizkoenergetickych konformert delsich a delsich peptidovych

fragment.

Kli¢ova slova: Konformaé¢ni prostor, struktura proteint, peptidy, solvata¢ni

metody, Ramachandraniv diagram, DFT-D3 metody

Abstract

To what extent conformational preference of short peptide sequences within proteins
determine their three-dimensional structure? Large-scale quantum chemical
calculations coupled with modern solvation methods represent unique set of tools to
elucidate key determinants of the biomolecular structure ab initio. Full
conformational sampling was performed on model systems representing short peptide
fragments. The computed data reveal some of the underlying physico-chemical
principles determining the spatial structure of proteins, and provide very important
data for finding and tuning the optimal algorithm that may provide a full coverage of

(ideally all) low-energy conformers.

Keywords: Conformational space, peptide fragments, protein structure, solvation

methods, Ramachandran plot, DF'T-D3 methods
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Motivace

Pochopeni podstaty toho, jak konformad¢ni prostor aminokyselin ¢ peptidovych
rezidui ovliviiuje tvorbu trirozmérné struktury proteint, je jednim z dilezitych
cili souCasné biochemie a strukturni biologie. Zkouméani konformacnich
preferenci (¢i pnuti) v proteinech a jejich ligandech mize predstavovat novy a
vypocetné sledovatelny zpusob, jak vyznamné prohloubit naSe porozuméni
skladani (sbalovani, angl folding) proteinti a interakcim mezi proteinem a
ligandem. DosaZeni tohoto cile by umoznilo vyznamny pokrok — napftiklad, byt
nepiimo - v oblasti navrhovani a vyvoje 1é¢iv ¢ v navrhovani specifickych
enzymovych katalyzatort, coz by zna¢né zjednoduSilo chemickou syntézu v

prumyslu.

Cilem této diplomové prace je popsat, pokud mozno tplné, konformaéni prostor
modelovych dipeptidi a energetickou distribuci vyslednych unikatnich
(neredundantnich) konformera. To poskytne obrovské mnozstvi cennych dat,
které poté bude mozné analyzovat napriklad metodami strojového a hlubokého
uceni. Na zékladé téchto vysledki by bylo teoreticky mozné porozumét trendtim
a pravidlim, kterda urcuji prostorovou strukturu celého slozeného proteinu a
energii kone¢né proteinové struktury. Déale bude mozné odvodit pravidla pro
pocet unikatnich konformert jednotlivych dipeptidi a jejich energetické
distribuce, nebo vliv jednotlivych postrannich fetézct, ¢i alespon typu Fetézce
(nepoléarni, polarni, nabity, ...) na konformaéni energii. S vysledky bude mozné
efektivné zhodnotit existujici metody mapovani konforma¢niho prostoru

porovnanim jejich vysledki se ziskanym datovym souborem.

Nakonec je v planu prozkoumat moznosti kombinovani znalosti o konformac¢nim
prostoru jednotlivych aminokyselin a dipeptidii, za ucelem zjistit, zda je mozné
provést krok analogicky matematické indukci pro predpovéd podoby

konforma¢niho prostoru vétsich peptidovych fragmenti. Dokézeme-li odvodit



obecna indukéni pravidla, jak se pohybovat v inverzni pyramidé konformacnich
prostorii rostouciho peptidového fetézce (viz obrazek 2.2. v kapitole 2.4.),
budeme schopni predikovat skladani proteini az do rozméri malych

proteinovych domén.



I. Kapitola
Uvod

1.1. Struktura proteint

Aminokyseliny jsou molekuly bézné oznac¢ované jako ,zékladni stavebni kameny
zivota a biochemickych déju“.  Existuje 20 bézné se vyskytujicich, tzv.
proteinogennich, aminokyselin, které se 1is{ ¢asti na atomu uhliku alffa,
oznacované jako postranni fetézec, zatimco zbytek (hlavni fetézec) zistava
stejny. Téchto 20 aminokyselin je mozno, at uz na zakladé translace
z genetického kodu, nebo uméle ve zkumavce, polymerizovat (principidlné bez
omezeni) reakci karboxylové skupiny jedné aminokyseliny s aminovou skupinou
druhé. Vznikla vazba se oznacuje jako peptidova, tato vazba je kovalentni, jeji
délka 1,32 A [1] ji fadi mezi jednoduchou a dvojnou vazbu, a ukazuje na jeji
Casteéné dvojny charakter. Diky nému méa tato vazba velmi malou rota¢ni
volnost, atomy C,, Cikabox, O prvni aminokyseliny a N, H, C, druhé
aminokyseliny se nachézeji v roviné, a tedy peptidova vazba je planérni.
V principu tak existuji jeji cis a trans izomery, v praxi vSak dominuje trans
forma, vizte obréazek 1.1. [2]|. Zbylé dvé vazby v hlavnim Fetézci jsou jednoduché,
poskytuji rota¢ni volnost a lze na nich tedy definovat dihedralni thly bézné
oznacované jako ¢ a ¢. Diky tomu lze pii znalosti v8ech part ¢ a ¢ kompletné
popsat prostorovou geometrii hlavniho fetézce proteinu a pfi zahrnuti i uhli

postrannich Fetézcii (obvykle znaceno y1, y2, ...) i celého proteinu.



Obréazek 1.1.: Iustrace dihedralnich uhli hlavniho Fetézce ¢ a ¢ na prikladu

aminokyseliny v peptidovém fetézci (pfevzato a upraveno z [2]).

Polymeraci aminokyselin vznikaji krat$i polymery, zvané peptidy (typicky od 2
do nékolika desitek aminokyselin), ¢ delsi molekuly, oznac¢ované jako proteiny
(typicky od nékolika desitek do nékolika stovek aminokyselin). Protein je jeden
funkei, coz je mozné diky tomu, ze postranni fetézce aminokyselin (Dodatek C)
[3] se lisi svou sterickou néro¢nosti, polaritou, nabojem, reaktivitou atd., proto
je mozné diky velké variaci mnoha aminokyselin syntetizovat specificky protein
se zcela specifickou funkci. Funkci proteinu tedy ur¢uje sekvence (potadi)
aminokyselin (oznacovana jako primarni struktura proteinu). Kazda primérni
struktura méa unikatni tendenci ke sbalovéni do vysSich strukturnich kategorii.
Sekundarni strukturou se rozumi prostorové struktura kratkych peptidii v ramci
proteinového Tetézce, pricemz se rozlisuji dva zakladni typy oznacované jako o-
helix a [-list, vizte dale). Existuji nicméné i €asti proteinového Fetézce bez
definované sekundarni struktury, oznacované jako nestrukturovany fetézec,
anglicky terminem ,random coil“, dale ,.loops* ¢i ,,turns‘. V ramci proteinu se
tak vyskytuji jak segmenty s néjakym typem sekundarni struktury, tak i tseky
bez takového typu, které jsou spojnicemi mezi nimi. Napfiklad mtize tedy
nejprve byt tsek a-helixu, poté tsek nestrukturovaného fetézce, nasleduje [3-list

a tak dale. Usporadani sekundarnich struktur a jejich (mnohdy



nestrukturovanych) spojnic v prostoru (tercialni struktura) se bézné oznacuje
terminem konformace proteinu. Nékteré konformace jsou stabilni a pfirozené se
vyskytujici, jiné jsou v podstaté nedosazitelné. Konformace proteinu se Casto
statisticky vyhodnocuje z pohledu jednotlivych aminokyselin, coz lze ilustrovat
grafickym znézornénim kombinaci thlid ¢ a ¢ nalezenych v proteinu, bézné
oznaCovaném  jako  Ramachandrantiv  diagram  po  svém  tvirci,

Gopalasamudramu Narayananu Ramachandranovi [4], vizte obrazek 1.2.
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Obrazek 1.2.: Piiklad Ramachandranova diagramu pro 100 000 peptidovych
rezidui z krystalografickych dat. Cervenéa linie oznacuje oblast, ve které se
nachazi 98 % vSech bodi, oranzova pak 99,95 % vSech bodi. Znaky o, zde
predstavuji oblasti o-helixu a B-listu, vizte nize. Oblast v pravé ¢asti nélezi

dalsim, méné obvyklym strukturam.

Tento diagram ukazuje, Ze zdaleka ne vSechny kombinace ¢ a ¢ se bézné
vyskytuji v proteinovych strukturach, a ve vétsiné pripadi jsou populované jen

jisté domény. Tyto domény piislusi sekunddrnim strukturnim typtim. Prvni



z nich je o-helix, coz je tvar pravotocivé Sroubovice, ktery je stabilizovan
vodikovymi vazbami mezi aminokyselinami n a n+3, vizte obrazek 1.3. (A).
Dalsim je pak B-list, kde je hlavni peptidovy Tetézec témér linearni, a struktura
je stabilizovana vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi fetézci, vizte obrazek 1.3.
(B). Kromé téchto dvou nejvice rozsifenych typu existuji jesté dalsi typy
sekundéarni struktury, jako je levotoc¢ivy helix (oblast okolo [60, 60] v obrazku

1.2.) B-otacka, kolagenovéa struktura a dalsi.

Konformac¢ni usporadani celého proteinu je tedy jeho dulezitd charakteristika,

majici pfimy vliv na jeho biologickou funkci.

Obrazek 1.3.: Znazornéni struktury o-helixu (A), resp. B-listu (B). Prevzato a

upraveno z [5], [6].



1.2. Proteinovy folding

1.2.1. Sbalovani proteinu a faktory ovliviiujici vyslednou proteinovou strukturu

Protein je v bulice syntetizovan postupnym pripojovanim aminokyselin na
zékladé sekvence prelozené z DNA a jiz béhem tohoto procesu nabyvé
konformace odpovidajici biologicky aktivnimu (nativnimu) stavu [7]. Tato
nativni konformace je dosaZena procesem, bézné oznacovanym jako sbalovani
proteint nebo proteinovy folding. Jedna se o komplexni a velmi citlivy proces, a
nabyti spravné nativni struktury je kli¢ k funkci proteinu. Chyba béhem
proteinového foldingu vede ¢asto k $patné ¢i nezadouci funkci daného proteinu a
zméné biochemickych cest v organismu, coz je divodem fady onemocnéni, jako
je Alzheimerova & Huntingtonova choroba (chyba u fibrilarnich amyloidnich
proteinit) ¢i cysticka fibroza (Spatny folding transmembranového regulatorového

proteinu) [8],[9].

Mezi nejvyznamnéjsi faktory, ovliviujici proces proteinového foldingu, a tedy i

podobu vysledné nativni konformace, patii:

Lokalni sterickd narocnost, tedy pnuti mezi velmi blizkymi atomy ¢i skupinami,
coz je dobfe znamy faktor ovliviiujici celou organickou chemii a témér vSechny
biochemické procesy. Sterické efekty vedou k tomu, Ze ur¢itd rotace vazeb
v peptidu by vedla ke zvySeni energie a tedy k termodynamicky nevyhodnému
déji, a proto k této zméné proteinové konformace nedojde. Muze vSak byt
vykompenzovana vyraznéjsi zménou v jiné ¢asti proteinu, vedouci k lokdlnimu
zvySeni energie diky sterickému efektu, ale globalné nizsi konformacni energii.
Stericky efekt je kratkodosahovy, ovliviiujici jen nejblizsi okoli dané skupiny, na

kterou v ramci proteinu piisobi.



Chemické nevazebné interakce pokryvaji celou 8kalu mozného vzijemného
ovliviiovani jednotlivych ¢éasti proteinti. Lisi se svym dosahem i silou, kterou
faktor formovéni nativni proteinové struktury. Jejich stru¢ny piehled ukazuje

tabulka 1.1., detailné&jsi rozebrani pak tabulka 1.2.

Tabulka 1.1.: Rozdéleni nevazebnych interakci do kategorii podle typu a

srovnani s vazebnou kovalentni interakei [3].

Energie (sila)

Interakce [kcal-mol-! Poznamka
Kovalentni 50 - 240 vazebna
Elektrostaticka 2,4 -7,2 Dlouhodosahova
Vodikova vazba 1,2-48 Specificky thel
Van der Waalsova int. 0,2-24 Disperzni sily
Hydrofobni interakce 0-24 Nesplnuje definici sily




Tabulka 1.2.: Prehled jednotlivych typti nevazebnych interakci a jejich energie

(nakresy prevzaty z [3]).

Typ interakce

Prispévek k interakéni energii

Q4 Qz
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a D Q
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Nejsilngjsi z téchto interakci jsou interakce s nabojem, v pripadé nabitého
fetézce popsané znamym Coulombovym zdkonem, (pfipadné Gaussovym
zdkonem pro intenzitu elektrického pole) které ze zminénych typt maji nevyssi
dosah, jejich pokles je tmérny druhé mocniné vzdalenosti, nicméné jsou to
hlavni sily, uplatiujici se pii fixaci proteinového tetézce pii dosazeni vhodné

konformace.

Dalgimi faktory pak jsou pro nenabité species elektricky dipélovy moment a
polarizabilita, Dva (i parcialni) naboje, -¢ a +q, ve vzdalenost r od sebe tvoii

dipolovy moment p:

p=qr (1)

Dipolovy moment je charakteristika polarnich molekul. Nepolarni molekuly
mohou taktéz ziskat dipélovy moment Pj,q zvany indukovany, ktery je tmérny
intenzité elektrického pole £ ptisobici na molekulu, kde konstantou timérnosti je

polarizabilita a:

Ping = aE (2)

Polarizabilita je experimentalné i vypocetné dostupné veli¢ina a davéa informaci
o distorzi molekuly, na kterou ptisobi elektrické pole. Protoze proteiny obecné
maji vyrazny elektricky dipdl (samotn& aminokyselinovéa jednotka ma dipdlovy
moment 0,72-e) [10], jsou tyto faktory b&zné a ovliviiuji vyslednou proteinovou
strukturu. Napftiklad v usporddani a-helixu jsou dipdlové momenty jednotlivych
peptidovych jednotek orientovany témeér paralelné s osou helixu, coz vytvari
pole o sile témér stejné, jakou mé pole pozitivniho naboje na aminové ¢i
karboxylové skupiné aminokyselin. Nicméné narozdil od skute¢nych naboji na

proteinech, které jsou vzdy stinény jinymi naboji, ¢ solvatovany (v piipadé

10



fyziky proteinu je vzdy nutné uvazovat solvataéni vrstvu), coz jejich vysledny

ucinek snizuje, fiktivni naboj dipélového momentu si zachovava svij plny efekt.

Dalsim dulezitym faktem ovliviiujicim fyziku a konformac¢ni chovani proteinu
jsou iontové vazby, a to bud s ionty v solventu, nebo mezi nabitymi skupinami
postrannich Fetézci aminokyselin (sem patii tzv. solné mustky, vizte déale).
Pokud se (v porovnani s dal§imi zminénymi interakcemi velmi silné) iontové
vazby nachézeji v prostiedi o vysoké dielektrické permitivité (napf. ve vodé, &,
= 80), snizuje to jejich silu na troven vodikovych vazeb nebo i nize. Nicméng,
v pripadé proteinu je situace odlisna — diky amidovym skupinam mé permitivita
elektrického pole uvniti proteinu hodnotu okolo 4 [3], coZz znamené, Ze iontové
vazby se stavaji vyrazné silnéjsimi. Pfipadné makroskopické naboje uvnitt
proteinu jsou tak vyvolané spiSe asymetrickou elektronovou distribuci na

iontovych vazbéch.

Vodikové vazby jsou jev, ktery lze popsat jako nevazebnou interakci
elektrostatické povahy s residudlnim charakterem vazby kovalentni, kdy
odhalené kladné nabité jadro vodiku interaguje s blizkym, elektronové bohatym
partnerem o vysoké elektronegativité, priCemz je jeSté nutné spravné natoceni
vazeb zajistujici efektivni prekryv orbitalt (90 % N-H--+O vazeb lezi v rozmezi

140-180°, pro O-H-+O pak 90-160°) [11].

Presny vypocet vlastnosti vodikovych vazeb je slozity tikol, protoze zde existuje
pét prispévki o podobné sile (elektrostatickd energie, vyménna repulze,
polariza¢ni energie, kovalentni a Van der Waalsovsky pfispévek), nicméné
vodikové vazby jsou zasadni pro fadu vlastnosti dilezitych pro biochemické
systémy; tyto vazby potiebuji ke svému vzniku elektronegativni donor vodikové
vazby, na kterém je vodikovy atom navézany, a akceptorovy atom blizko tomu
vodikovému ve sméru vazby vodiku na donor. Energie téchto vazeb drasticky
klesa s rostouci vzdalenosti, nelinearitou (pfiblizné o 10 % na 20° odchylky) a

snizujici se elektronegativitou, procez v praxi se vyskytuji vodikové vazby pouze
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v souvislosti s atomy F, O a N [3]. V8echny tyto podminky jsou v piipadé
proteind pomérné snadno splnény, diky ¢emuz jsou vodikové vazby dilezitym
prvkem, ktery se pfi stabilizaci proteinové struktury bézné vyskytuje a je zcela
zésadni pro vznik obou hlavnich sekundarnich proteinovych struktur, a-helixu a
B-listu. Navic v pripadé vodikovych vazeb muze dochézet k pfenosu protonu,
coz je zcela krucialni a zakladni pfedpoklad pro mnozstvi biochemickych reakci
[12], které by jinak vibec neprobihaly. Muzeme tedy fFici, ze vodikové vazby
jsou pro dosazeni stabilni konformace proteinu i jeho biologickou funkci

nepostradatelné.

Energie vodikovych vazeb je nejéasté&ji v rozmezi 2-10 kJ-mol! [3], coZz nicméné
neodpovida energii, kterou vazba prispiva ke stabilizaci proteinové struktury.
V redlném piipadé se totiz b&hem foldingu vétsiny nevazebnych interakci
ucastni tim ¢i onim zpusobem molekuly vody. Béhem foldingu jsou ptuvodni
vodikové vazby roztrhany, nicméné az 80 % karbonylovych skupin na hlavnim
fetézci uz dalsi vodikovou vazbu nevytvoii [13]. To samo o sobé zvySuje
enthalpii a méa destabilizujici vliv, nicméné diky tomu dochazi k néristu
neusporadanosti soustavy a tedy ke zvySovani entropie, které prevazi a proces je
tedy termodynamicky vyhodny. Piispévek vodikovych vazeb ke stabilizaci je
vétsi, pokud se nachazi v nepolarnim prostfedi uvnitf proteinu nez na jeho

okraji.

Podobnym faktorem ovliviiujicim konformaci proteinti je tvorba solnych miustki,
coz jsou nekovalentni interakce mezi kladné nabitymi postrannimi Tfetézci
aminokyselin v proteinu (Lys, Arg, pfipadné pii vyssim pH i His) a jejich
zaporné nabitymi protéjsky (Asp, Glu), pfipadné i s tyrosinem nebo serinem.
Jejich vyznam je vySsi zejména uvnitt proteinu, kde nejsou naruSovany
interakcemi s molekulami vody a jejich sila je zhruba ctyfikrat veétsi [14], a
mohou tedy stabilizovat jinak entropicky méné pfiznivé konformace proteini.

Jejich pocet je vSak maly a jejich vliv je tak omezen.
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Konetné Van der Waalsovy sily lze chapat jako statistické vytvoreni
indukovaného dipolu diky nahodné koherenci nahodilych dipéli jednotlivych
atomtl. Vysledkem je pritazliva sila, imérna polarizabilité a ioniza¢ni energii.
Pro malé molekuly je zpravidla interakce slabgi, v fadu jednotek kJ-moll, ale
pro velké makromolekuly muze vysledny efekt za vhodnych podminek
dosdhnout i desitek kJ'mol! [15][16], stale se v8ak jedna o kratkodoby efekt,

ktery je v porovnéni s difive zminénymi piispévky slabsi.

Termodynamické aspekty proteinového foldingu jsou vychozim bodem pii jeho
zkoumani, vcéetné souvislosti s rovnovahou a dynamickymi aspekty, protoze

konkrétné zmény entalpie a entropie v pribéhu biochemickych reakci patii

vvvvvv

Enthalpie H je veli¢ina, udavajici energii, ktera se ve formé tepla uvolni nebo

pohlti pfi jednom obratu chemické reakce. Je definovana jako:

H=U+pV (3)

Kde U je vnitini energie systému (celkova kineticka i potencialni energie vSech
Castic) p je tlak a TV objem. Tyto veli¢iny jsou stavové a proto je i enthalpie
stavovou veli¢inou, ktera je navic za izobarickych podminek rovna reakénimu

teplu (obecné nestavové velic¢ing).

Entropie Sje pak také stavova veli¢ina, chapand jako hustota obsazeni
energetickych stavi a zaroven je i kritériem uspotradanosti soustavy, coz souvisi
i s hustotou obsazeni energetickych stavii, protoze nejuspoirddanéjsi stav bude
ten, kdy vSechny castice jsou v zédkladnim energetickém stavu. Tak lze systém
realizovat jen jednim zptisobem, coz se d& popsat veli¢inou zvanou
termodynamicka pravdépodobnost P, kterd udava pocet moznych realizaci
daného usporadéani systému. V tomto piipadé bude jeji hodnota rovna jedné, a

pohybuje se obecné v intervalu (1,00). Naproti tomu jakykoliv jiny, méné
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usporddany stav systému lze realizovat vice zptisoby a bude tedy vykazovat
vétsi  hodnotu termodynamické pravdépodobnosti. Entropie se pomoci

termodynamické pravdépodobnosti definuje jako:

S=k-ln(P) (4)

Kde k& (nékdy oznacovana kg) je tzv. Boltzmannova konstanta. Protoze
logickym kritériem samovolného dé&je je, Ze bude probihat do dosazeni
pravdépodobnéjsiho stavu, je rust neuspofddanosti izolovaného systému
samovolnym déjem, a tedy zvySovani se entropie izolovaného systému je

ukazatel samovolnosti probihajiciho dé&je.

V praxi ovSem biochemické a biofyzikalni systémy nejsou izolované, nybrz
uzaviené (tedy vyménujici praci a teplo s okolim, ale bez latkového toku).
7 toho dtvodu pro spravny popis samovolnosti déji v zivé pfirodé je nutné
zahrnout do tuvahy i enthalpii. Vhodnym kritériem pro uzavieny systém je tak
(za izobaricko-izotermickych podminek, coZ je v8ak v biochemickych reakcich

bézné splnény pozadavek) Gibbsova energie G:

G=H-TS (5)

Kde 7T je termodynamicka teplota. Gibbsova energie je tedy kritériem
samovolnosti zahrnujici v sobé tepelné aspekty i aspekty usporddéani a za
izotermickych podminek bude samovolny dé&j takovy, pro ktery je zména

Gibbsovy energie zaporna:

AG =AH —TAS <0 (6)
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Zménu Gibbsovy energie pak udava teplota a hodnoty enthalpie a entropie. Na
zménu Gibbsovy energie se pak muzeme podivat jako na funkci teploty,

s nasledujicimi vysledky:

— Pro AH > 0, AS > 0 je pri vysoké teploté déj samovolny
— Pro AH > 0, AS < 0 je d&j nesamovolny pii jakékoliv teploté
— Pro AH < 0, AS > 0 je dé&j samovolny pri jakékoliv teploté

— Pro AH < 0, AS < 0 je pfi vysoké teploté déj samovolny

7 druhého thlu pohledu je pak samovolnost déje dana kombinaci toho, jestli
zmény entalpie a entropie budou kladné ¢i zéaporné (a jaka bude velikost téchto
veli¢in) V praxi se stava, Ze i v piipadé, Ze zmény obou veli¢in jdou z hlediska
samovolnosti déje proti sobé, vyrazny piispévek jedné vykompenzuje druhou a
tedy je vyslednd samovolnost déj dana timto prevazujicim a urcujicim

Fispévkem (v angli¢tiné oznacovano ,.entropy-driven” a ,,enthalpy-driven*
by by

Proteinovy folding je logicky samovolny dé&j, v jehoz pribéhu tedy klesa
Gibbsova energie a nativni struktura je pak struktura o minimélni Gibbsové
energii. Efektt snizujicich Gibbsovu energii je cela fada. Jednim piipadem jsou
napiiklad vySe zminéné vodikové vazby ¢i solné mistky, Druhym vyznamnym
faktorem je tzv. hydrofobni efekt (nékdy nespravné nazyvan hydrofobni
interakce, ale nejedna se v tomto pfipadé o zaddnou silu, kterd by interakci

zpusobovala).

Molekuly vody maji tendenci obklopovat protein klecovym efektem kolem
nepolarnich mist a tim snizovat entropii. V takovém pripadé je systém ve stavu
vysokého usporadani, nicméné po sbaleni proteinu je tento usporddany stav
narusen, molekuly vody se mohou vratit do ptivodniho neusporadaného stavu, a
diky tomu se zvysi entropie a tedy klesne Gibbsova energie celého systému, coz

vede k termodynamické stabilizaci proteinu. Hydrofobni efekt je tedy hnany
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zvysujici se entropii a je obecné povazovan za nejvyraznéjsi efekt pro formovani

zejména globularnich proteinovych struktur.

Vzhledem k tomu, Ze entropie i enthalpie je rozdilné zavisla na teploté, je
hydrofobni efekt za urcité teploty nejsilnéjsi, a slabne nad a pod touto teplotou.
Vymizeni hydrofobniho efektu se snizujici se teplotou je pak hlavni pfi¢inou
tepelné denaturace proteini, kde je proteinu zbavovan nativni konformace jeho
postupnym ochlazovanim. Sila hydrofobniho efektu byla experimentalné méfena

a v soucasné dobé existuji i jeji vypocetni modely.

1.2.2. Teorie proteinového foldingu

Levinthaliv paradox je mysSlenkovy experiment ¢ spor, formulovany
molekularnim biologem Cyrusem Levinthalem v roce 1969 [17], [18]. Jeho
podstata spo¢iva v tom, Ze jakykoliv béZny protein, sestavajici se ze stovek
aminokyselin, ma odhadem 10" stupnt volnosti — kazda aminokyselina mé
totiz nejméné t¥i (frans a dvé gauche) stabilni konformace pii rotaci
dihedralniho thlu ¢ nebo ¢, coz by znamenalo, Ze jen analytickym ménénim
jednotlivych dihedralnich thld s tim, ze by takovd zména probéhla za
milisekundu, by protein nedosahl nativni konformace za dobu trvani vesmiru.
Presto mensi proteiny jsou schopné dosdhnout nativni struktury v fadu desitek
milisekund. Tento rozpor je vysvétlovan napiiklad tim, Ze proteinovy fretézec
nejprve nabyde globularniho tvaru, a teprve poté se zformuji elementy
sekundéarni struktury [19], anebo tim, ze folding je urychlen lokalnimi
doménovymi interakcemi, které zafixuji Casti proteinu a néasledné pusobi jako
vychozi opérné body pro dalsi fazi foldingu. Pro tyto segmenty o uz vysledné
konformaci, které jsou nakonec soucéasti celkové nativni struktury existuje
v angli¢tiné vyraz ,,foldons“ [20]. Tyto metastabilni tranzitni stavy proteinového

foldingu byly predpovézeny a nésledné i experimentalné nalezeny [21|, z ¢ehoz
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vyplynula predstava tzv. foldingového trychtyfe — totiz Zze zavislost energie
proteinu béhem foldingu mé trychtyfovity tvar, jehoz stény nejsou hladké, ale
vyskytuje se na nich fada mélkych minim, kterd odpovidaji pravé metastabilnim

tranzitnim stavium v pribéhu fodlingu.

Obrazek 1.4.: Schéma foldingového trychtyfe s naznacenymi metastabilnimi

strukturami. Pfevzato a upraveno z [22].

Tato predstava je spjata s ideou tzv. hydrofobniho kolapsu, podle které je
stabilizace dosazena diky rychlému shlukovani hydrofobnich postrannich fetézct
aminokyselin, ze kterych je protein tvoren, do jakychsi ,,semi-micel* coz zvysSuje
entropii okolni vody, ¢imz klesad celkova energie. Navic nabité a polarni
postranni Fetézce nejsou hydrofobnimi tolik stinény, dochazi k jejich snadné&;jsi
interakci s molekulami vody a zfejmé i rozruSeni solnych mustki uvnitt proteinu.
Hloubka foldingového trychtyie“ pak je dana konformacni energii, tedy

rozdilem mezi linearni (pivodni) konformaci proteinu a jeho nativni formou.
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Zaroven nativni proteinova struktura nemusi nutné predstavovat globalni
energetické minimum, pokud je toto minimum obtizné kineticky dosazitelné

nebo neni dosazitelné vubec.

Floryho hypotéza izolovaného paru je aproximativni pfedstava, ftikajici, Zze
témér veSkeré lokélni sterické branéni na proteinu v nenativni konformaci
nedosahuje dal, nez na nejbliz§i sousedni aminokyselinové reziduum, tedy ze
dihedralni thly ¢,¢ je stericky nezavislé na svych sousedech. Tato hypotéza byla
v posledni dobé podrobena intenzivnimu testovani, kdy byly hustéji populované
oblasti Ramachandranova diagramu konforma¢né vzorkovany a bylo zjisténo, ze
plati pro region p-listu, ale selhdvd pro vSechny ostatni regiony, coz je
ocekavatelné zjisténi, protoze ve struktufe [-listu jsou pary skutecné izolované
[23]. Selhani této hypotézy i pro kratké peptidy (z=7) zpochybnuje platnost
,andom coil“ predstavy, protoze populace nenativnich konformaci je diky tomu
vyrazné bohatsi, nez odpovida ,random coil“ predstavé. Nicméné novéjsi prace
[24] ukazuji, Ze efekt je minimalni uz pro vétsi oligopeptidy, a tedy ,random
coil“ hypotéza miize byt presto povazovéna za spravnou. Tato prace podrobuje
zkoumani platnost Floryho hypotézy zkouménim vzijemného ovliviiovani
konformacnich preferenci dvou sousednich aminokyselin v modelu dipeptidu s
chranénymi konci, kdy N-koncova aminoskupina byla ochrdnéna acetylovou

¢epickou, C-koncova karboxylova skupina N-methylovou ¢epickou.
1.2.3. Metody studia proteinového foldingu

Obecné lze definovat dva zékladni pristupy ke studiu proteinového foldingu —
experimentalni a vypocetni. Experimentalni studium proteinového foldingu je
starsi a lze ho opét délit na zkouméni vlastniho procesu foldingu, a

techniky popisu vysledné struktury.

Pro model vysledné struktury je béznou metodou krystalova strukturni analyza.

Soustfedénim rentgenového zafeni na krystalovou miizku, kde jeho paprsky
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podléhaji difrakci, nasledkem ¢ehoz je vystupem méreni tzv. difrakéni obrazec.
Jeho naslednou analyzou (spojenou s obtizi vyfeseni fazového problému) pak je
mozné zkonstruovat model nativni struktury. Kromé toho se pouziva NMR
spektroskopie, a v posledni dobé nachézi vyrazné vyuziti metoda kryogenni
elektronové mikroskopie, zvana Cryo-EM [25]. Samotny proces foldingu pak lze
studovat napiiklad pouzitim fluorescenéni spektroskopie [26], kde se vyuziva
vysoky kvantovy vytézek fluoresence u Tyr a Trp (spojeny i s tim, Ze vzhledem
k jejich nepolarnimu charakteru jsou ¢asto v hydrofobnich oblastech uvnitf
proteinu). Pfi zméné konformace a jejich vystaveni hydrofilnimu prost¥edi se
fluorescence snizuje. Tato technika tedy miize byt pouzita pro detekci rtznych
prechodovych stavi. Dale se pouziva napf. cirkularni dichroismus, kde se
vyuziva interakce chiralnich prvka sekundarnich struktur s cirkuldrné
polarizovanym svétlem. Uroveil absorpce pak ukazuje na stupei sbaleni proteinu.
Kromé téchto technik existuje mnozstvi dalSich, jako je rtzné vyuziti NMR,

Casové rozliSeni laserova spektroskopie a dalsi [27].

Teoretické metody studia proteinového foldingu, resp. predikce nativni
struktury pak lze rozdélit do ¢tyi kategorii [28]. Prvni jsou metody typu ab
initio (v tomto kontextu vyraz ab initio nesouvisi s oznafenim kvantové-
chemické t¥idy metod), tj. bez .externi“ informace z proteinovych databézi, tedy
bez dalsich informaci nad rédmec aminokyselinové sekvence studovaného
proteinu - jedinou informaci mimo vlastni strukturu jsou pfipadné tudaje pro
parametrizaci pouZitého silového pole (napr. AMBER, CHARMM, GROMACS
[29], a jiné.). Tyto metody tedy hledaji minimum pouzité funkce popisujici
volnou (Gibbsovu) energii. V pifipadé prilisné vypocetni naroCnosti je uzitecna
tzv. geometrickd reprezentace, kdy protein namisto souboru vSech atomi
reprezentuje néjaky zjednoduSeny model, jako naptiklad neuvazovani vodikt

neschopnych vytvorit vodikovou vazbu, nebo implicitni rozpoustédlo.
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Druh&d moznost je uzit spolu s ab-initio pfistupem informace z proteinovych
databazi, kdy se obvykle porovnavaji fragmenty studovaného proteinu
s fragmenty v jiz popsanych pfipadech nativnich struktur, protoze nové
objevené typy nativnich struktur (,,nové foldy*) se obvykle sestavaji z prvki jiz
popsanych pripadi [30]. Diky tomu muze byt nativni
struktura ,sestavena” z téchto mnalezenych podobnych fragmenti. Pri

sestavovani je pak bran zfetel na pozadavek miniméalni energie. Do této skupiny

patfi napf. metoda I-TASSER [31] ¢i ROSETTA [32] nebo FRAGFOLD [33].

Tretim typem jsou pak metody, které se zakladaji na predpokladu, ze struktura
je konzervovéna vice nez sekvence, diky ¢emuz by proteiny bez podobné
sekvence mohly podléhat podobnému typu foldingu. Dle rozsahlych studii [34] se
totiz 10 béznych typi nativni struktury objevuje v circa 50 procentech proteini
se znamou strukturou [35]. Cilem je tedy najit a vybrat spravny uz znamy
strukturni model a spravné zaménit jeho ¢asti sekvence. Sem patii napr. metody

GENTHREADER ¢i HHpred.

Poslednim typem pak jsou metody srovnévaciho modelovani, kde je cilova
sekvence aminokyselin v proteinu srovnana s jinym proteinem o uz znamé
nativni struktufe a pokud je sekvence podobné, tak jsou informace o zndmém
proteinu pouzity pro modeling nativni struktury zkoumaného proteinu. Do této

skupiny pat¥i SWISS-MODEL [36] ¢i PyMOD [37].

Lze tedy fici, ze teoretické studium proteinového foldingu je extrémné naroc¢ny
ukol, protoze se jednd o velmi slozity problém ovlivnény mnoha proménnymi, a
kde jsou metody vyuzivajici databdzové informace ovlivnény jejich principidlni
netuplnosti, a naproti tomu metody typu ab initio zase vysokou dimenzionalitou
konformaé¢niho prostoru a tedy i extrémni vypocetni narocnosti. Z toho divodu
je toto téma stile predmétem intenzivniho vyvoje, s vidinou nalezeni obecné

pouzitelné, idedlné ab initio metody, vychazejici z malych fragmentt proteinu ¢i
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aminokyselin a schopné spravné a presné predikovat proteinovou strukturu, coz

je i jednim z cila této préce.
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II. Kapitola
Vypocetni chemie

2.1. Teoretickd chemie

Nasledujici ¢ast o teoretickém zékladu vypocetnich metod uzivanych v chemii a
jejich pouzité v ramci této prace. Prestoze se pojmy teoretickd a vypocetni
chemie do zna¢né miry pfekryvaji, lze vymezit teoretickou chemii jako obor
zabyvajici se matematickym a fyzikdlnim popisem chemickych jevii. Vypocetni
chemie zahrnuje predevsim implementaci a automatizaci matematickych metod

a modeli pro aplikace na chemické problémy.
2.1.1. Zakladni pojmy

Schrodingerova rovnice je zakladni stavebni kdmen celé kvantové mechaniky a
vypocetnich metod. Tato rovnice popisuje, ve své staciondrni podobé, vztah
mezi vlnovou funkei daného systému (napiiklad molekuly) a jeji energii, vizte

rovnici 7:

H)p(r) = E(rp(r) (7)

Kde H(r) je ¢asové nezavisly Hamiltontv operator, y(r) Gasové nezavisla
vlnova funkce popisujici dany systém (atom, molekulu aj.) a E(r) energie tohoto
systému. V praxi lze analyticky vyfesit Schrodingerovu rovnici pouze pro atom
vodiku (pfesnéji pro atomy vodikového typu, napi. He"). Z tohoto divodu jsou
metody vypocetni chemie poskytujici fFeSeni Schrédingerovy rovnice pro

molekulové systémy vzdy aproximativni.

Bornova-Oppenheimerova aproximace (BOA) je nejzékladngjsi a nejdilezitéjsi

aproximace v kvantové chemii, ktera vyrazné zjednodusuje teSeni kvantové
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mechanickych systémit, které by jinak bylo mozno teSit slozité nebo nebylo
mozno TeSit vibec. Zéaklad této aproximace spo¢iva v tom, Ze jadra atomu jsou
fadoveé 103 krat t&z8f nez elektrony, proto jsou jejich rychlosti v porovnani
s rychlostmi elektronii mnohem mensi, a tedy elektronicky a jaderny pohyb
v molekuléch lze povazovat za nezavislé na sobé (separovatelné). Diky tomu je
mozné nahlizet na konfiguraci jader jako na fixni, z pohledu pohybu elektroni.
Proto elektronovad vlnova funkce zavisi na jadernych pozicich, ale pouze

parametricky, jak ukazuje rovnice 8:

ll}totr (R: T') = lpnuc (T‘)l/}?l (T‘) (8)

Kde Y0t (R,7) je celkova vlnova funkce zavisla na soufadnicich jader R a
elektrontt 7, Ynyuc(r) vlnova funkce jader a X (r) vinova funkce elektronii.
Nevyhoda této separace je zanedbani sprazeni mezi jadernym a elektronovym
pohybem, které pii nékterych chemickych procesech zanedbat nelze. Nicméné,
pro vétsinu chemickych problémii Bornova-Oppenheimerova aproximace funguje

vyborné a jeji pouziti vede ke standardnim kvantovym metodam (QM).

Hyperplocha potencidlni energie je matematicky vztah mezi energii molekuly
(nebo obecné studovaného systému) a jejimi jadernymi soufadnicemi. Tento
vztah je mozny diky Bornové-Oppenheimerové aproximaci. Hyperplochu
potencidlni energie lze napiiklad ziskat postupnym vyfeSenim elektronové
Schrodingerovy rovnice pro znamou fixni konfiguraci jader. Predpokladejme, zZe
systém ma /V jader. Pak lze definovat 3 soufadnice x, y, z pro kazdy atom, coz
poskytuje 3V stupnii volnosti. Kdyz odstranime ty z nich, které popisuji tii
y, 2, je vysledkem pocet nezavislych souradnic 3NV-6 (specialné 3/NV-5 pro linearni
molekuly, kde jedna z rotaci poskytuje fyzikalné nerozliSitelné konfigurace).

Priklad hyperplochy je uveden na obrazku 2.1.
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Energie

Reakcni koordinata

Obrazek 2.1.: Schematické znazornéni hyperplochy potencialni energie pro

pfipad dvou (vlevo) resp. jednoho (vpravo) rozméru [38].

2.1.2. Metody vypocetni chemie

Jednim z cild vypocetni chemie je popsat hyperplochu potencialni energie co
mozna nejpresnéji, a zaroven za co mozna nejmensi vypocetni namahu. V8echny
pristupy jsou ve své podstaté aproximacemi vySe zminéné (exaktni)
Schrodingerovy rovnice. Soucasnd vypocCetni chemie disponuje velkou gkélou
riznych metod, vychazejicich jak z varia¢niho, tak poruchového pfistupu, stejné
jako i kombinaci kvantové mechanického, klasického a empirického ptistupu.
Kazda z téchto metod ma své silné stranky a nedostatky a jejich znalost je

dilezita pro volby vhodného néstroje pro dany vypocetni problém.

Metody molekulové mechaniky (MM) jsou zaloZeny na pfedstavach klasické
fyziky, ¢ili nefadi se mezi metody kvantové chemie. Tento typ metod ignoruje
pohyb elektront a hyperplochu potencialni energie se snazi aproximovat pouze

jako funkci soufradnic jader, s fadou empirickych nebo semiempirickych
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parametri, takzvaného silového pole (angl. force field, FF). Nejéastéjsi pristup
je funkce sestavajici se ze souctu nékolika ¢lend, jmenovité odchylky vazebné
délky od rovnovazné délky /o pro kazdy atom 7 z celkem N atomt, vazebného
uhlu 6;,, prispévku deformace dihedralniho dhlu @ a nevazebnych, napf.

Coulombickych a van der Waalsovych interakei:

ki ki ki
Uy = Y UL+ ) SO0+ ) S (1+cosmw 1)

vazby vaz. Ghly dihed. uhly

ki ij H ij ° iqj
+ Z ?(1 + cos(nw —y)) +Z z (451'1' [(%) —<%> ]+4:TI£Z;U)

dihed. uhly i=1j=i+1

Kde U(r") je energie zavisla na NV jadernych souradnicich r, I;, [; o je obecné resp.

rovnovazni vazebnéd délka, 6;, 0;, obecny resp. rovnovazny vazebny thel, k;
silové, thlové ¢ torzni konstanty, o;; a ¢&; konstanty z Lennard-Jonesova
potencidlu 12-6, q;, q; naboje atomt 7 a j a & permitivita vakua a n,y konstanty

kosinového rozvoje torzniho potencialu.

Prvni dva prispévky vychézeji z Hookova zdkona harmonického oscilator, tieti
¢len je jednim z moznych vyjadreni energetického piispévku torzniho potencialu,
posledni ¢len je kombinaci Lennard-Jonesova potencidlu 12-6 a Coulombova

zédkona. VSechny tyto vztahy jsou zalozené na klasické fyzice.

Fakt, ze tento pristup je aplikovatelny, je disledkem tady predpokladt — jako je
BOA, bez které by nebylo moZno energii jako funkci jader vibec vyjadfit,

predstava harmonické aproximace, atd.

Podstatna vlastnost MM pfistupu (resp. silového pole) je jeho prenositelnost
(transferabilita), kdy vyladéni parametri pro mensi mnozstvi problémt dovoluje
rozsahlejsi pouziti. Pro zcela nové molekuly je nicméné nutné najit spréavné

hodnoty parametrii (tedy silovych konstant vazeb, uhld, torzniho potencidlu
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atd.), coz neni vzdy jednoduché. Bézné uzivanymi silovymi poli jsou napft.

AMBER & CHARMM. [29], [39], [40].

Jednim z prikladi uziti MM metod je naptiklad modelovani enzymové kinetiky,
kdy je vétsina enzymu modelovana MM metodikou a pouze pro aktivni misto se
substratem, vyzadujici vétsi preciznost a presnost, je uzita néjaka QM metoda.

Tento pristup se bézné oznacuje QM /MM modelovéni.

MM force field lze velmi dobfe pouzit na studium velkych proteina [41].
Nicméné se ukazuje, ze MM selhava v presném popisu Jlokalnich interakci a
repulzi v proteinu [42]. Z tohoto duvodu nebyly v této prace MM metody
vyraznéji pouzity, piestoze (a protoze) predmétem vyzkumu jsou kratké
proteinové fragmenty, respektive jejich energie a vlivy lokalnich interakci na

proteinovy folding, a byla radéji dana prednost DFT pfristupu, ktery je

N

Ab initio metody jsou metody, zalozené na feSeni Schrodingerovy rovnice, a
nazev ab initio (od pocatku, bez dalsich znalosti) odkazuje na fakt, ze pii
vypoctech postacuje znalost fyzikalnich konstant, nikoliv informace o FeSeném
vypocetnim problému nebo experimentalné zmérena data. Pfi tom je vyuzivana
cela tada rizné presnych aproximaci, které vypocty zjednodusSuji a ¢ini je

realizovatelné ve smysluplném case.

Obvyklym vychozim bodem téchto metod je Hartreeho-Fockova (HF) metoda,
ktera je dnes malo vyuzivana [43], ale tvori zakladni stavebni kdmen ab initio
metod. V Hartreeho-Fockové metodé je elektronové interakce popisovana jako
interakce kazdého elektronu se zpriamérovanym polem ostatnich elektroni.
Zasadnim problémem vSak je, Ze je zanedban prispévek okamzité
mezielektronové repulze, a toto zanedbani (v souladu s varia¢nim principem)
vypo¢itanou energii oproti spravné hodnoté zvySuje (obvykle cca o jedno

procento). Tento rozdil se nazyva korelacni energie a je vzdy zaporny.
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Pro lepsi presnéjsi vypocet je nutno uzit pokrocilejsi, tzv. post-HF metody. Mezi
tyto patii napiiklad Mgllerova—Plessetova (MP) metoda, ktera korela¢ni energii
pridava pomoci poruchové teorie. V zéavislosti na fadu poruchové teorie (prvni
fad dava jen HF energii) se varianty této metody nazyvaji MP2 (korekce
z poruchové teorie druhého tadu) MP3, MP4 atd. Tyto metody se diive

pouzivaly napf. pro vypocty rychlostnich konstant [44].

Dalsim moZnym pfistupem je Metoda konfigura¢ni interakce (CI) ktera pouzivéa
varia¢ni princip a skute¢nost, Ze pfesna vlnova funkce se da vyjadrit pomoci
v8ech excitovanych stavi (tedy jednou, dvojité atd. excitovanym) jako jejich
linearni kombinace. Pii uvéaZzeni excitaci ze vSech obsazenych do vSech
neobsazenych (virtualnich) orbitald dostavame tzv. full-CI metodu (FCI) o
extrémni presnosti, ale velké vypocetni naro¢nosti. V praxi je mozna spise CISD
metoda, kde se uvazuji jen jedno- a dvojnasobné excitace. I tak je ale

problematické pro vétsi systémy, jeji presnost klesa s velikosti systému.

Kone¢né lze dobrého popisu (zahrnuti) korela¢ni energie dosdhnout metodou
sprazenych klastri (CC, coupled cluster). Podstatou této metody je upraveni CI
rozvoje podle zapojeni jednotlivych excitovanych stavii do vlnové funkce.
Vyhoda tkvi v tom, Ze oproti CI stejného Fadu (napi CISD a CCSD, jakozto
metoda sprazenych klastra pro jedno- a dvouelektronové excitace) jsou hodnoty
korela¢ni energie presnéjsi. Zvlastni variantou je dnes hojné rozsitena CCSD(T)
metoda, kterd trojité excitace zahrnuje v podobé poruchové teorie, a kterd je

poklddéna za ,,zlaty standard” vypocetni chemie.

Kromé téchto pristupti existuje cela ftada dalsich metod, jako napf.

mulitereferen¢ni metody CASSCF, MRCI, a dalsi.

Resenf Schrodingerovy rovnice jednim z téchto pristupi (pii aplikovani
Bornovy-Oppenheimerovy  aproximace) vede k zmapovani  hyperplochy

potencialni energie jakozto =zavislosti energie, ziskané fteSenim elektronické
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Schrodingerovy rovnice, a soutfadnic jader. To je vSak v mnoha piipadech velmi
vypocCetné i ¢asové narocné proto byly pro tucely ziskani zavislosti energie
systému na souradnicich atomt vyvinuty i jiné pristupy, jako jsou metody

zalozené na teorii hustotniho funkcionalu, vizte dale.

Metody zalozené na teorii hustotniho funkcionalu (DFT) jsou v soucasné dobé
zdaleka nejrozsitenéjsi metody, které dosahuji podobné vypocetni (ne)naro¢nosti
jako HF metody, jsou ovSsem mnohem presnéjsi, protoze zahrnuji elektronovou
korelaci. Zakladni rozdil totiz spo¢iva v tom, Ze jejich tstfedni bod neni vlnova
funkce, nybrz elektronova hustota, jakozto funkce t¥i prostorovych souradnic.
Matematicky je zjednoduSené funkcional operator, pfifazujici urcité funkci
hodnotu (¢islo). Variaci funkcionalu je pak minéna zména vysledné hodnoty se

zménou funkce. Pro minimum funkcionalu analogicky plati, Ze variace je nulova.

Elektronova hustota ma na rozdil od vlnové funkce fyzikalni vyznam
pravdépodobnosti vyskytu elektronu, je maximalni v poloze jader, jeji integral

dava pocet elektronti a jeji derivace souvisi s nabojovym ¢islem.

Tyto vele¢iny ale zaroven jednozna¢né definuji molekulovy Hamiltonian, coz
znamena, ze energie je funkcionalem elektronové hustoty. Na této myslence jsou

zalozeny i Hohenbergovy—Kohnovy teorémy.

Podle prvniho Hohenbergrova-Kohnova teorému je elektronova energie
jednozna¢nym funkcionalem elektronové hustoty. Diky tomu je mozné, pfi
znalosti funkciondlu a elektronové hustoty zjistit energii bez pouziti vlnové
funkce. Presny tvar takového funkcionélu neni znédmy, o elektronové hustoté
vSak nicméné mluvi druhy Hohenbergtiv—Kohntuv teorém, obdoba varia¢niho
principu. Ten fik4, Ze pro dany externi potencial, kterému piislusi dana (pfesna)
elektronova hustota, bude platit, Ze energie ziskand dosazenim jiné elektronové
hustoty do presného funkciondlu bude vzdy vétsi. Spravnou elektronovou

hustotu tedy lze =ziskat variaénim principem, tedy minimalizaci, resp.
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zpreshovanim, zkusmé elektronové hustoty [45]. Moderni DFT metody jsou
zaloZzeny na formulaci pfibliznych hustotnich funkcionald, coz umoznila
Kohnova-Shamova metoda (vedouci k tzv. Kohnovym-Shamovym rovnicim).
Kohnovy-Shamovy rovnice jsou zaloZené na modelu neinteragujicich elektronii,
¢imz se jednoduseji ziskd funkcional kinetické energie, coulombicka ¢ast
presného funkcionalu, a pro zbytek, bézné oznaCovany jako vymeénné-korela¢ni

funkcional se hledaji vhodné funkéni formy, ¢asto (semi)empirickym pfistupem.

Novéjsi  funkciondly vyuzivaji gradient elektronové hustoty, (metody
zobecnéného gradientu, GGA). Takovych funkcionalu je cela fada, jmenovité
napiiklad B88 [46], BLYP [47|, P86 [48|, PBE [49], ¢i BP86 [50] vyuzivany pro
vypoCty v této préaci. Dalsim vylepSenim je pak zahrnuti druhé derivace

elektronové hustoty, coz vyuziva rodina meta-GGA funkcionéala (B95, TPSS)

Dalsi tfidu tvoii hybridni funkcionaly, kde je ¢ast vymeénné energie pochézi
primo z vypoctu metodou Hartreeho-Focka. Prikladem takového funkcionalu je
ziejmé historicky nejpopularnéjsi funkcional B3LYP, ktery je zfejmé i

nejpouzivanéjsi kvantové-mechanickou metodou viitbec [43].

Moderni metody DFT navic obsahuji i korekci na Londonovy disperzni sily,
kterou Kohnova-Shamova teorie predikuje zna¢né nepiesné [51]. Obecné

disperzni energeticky prispévek zavisi na Sesté mocniné vzdalenosti:

Ce
Edisp = F (10)

Kde Cg je disperzni koeficient Sestého tfadu. Klasické DFT funkcionély dobfe
modeluji prispévek pro malé vzdalenosti, pro vétsi vsak selhavaji, A proto bylo
vynalozené velké usili pro feSeni tohoto problému, které vytustilo napf.
v semilokalni funkciondly, vylepsené Van der Waalsovské DFA, optimalizované

jednoelektronové potencidly aj. Nicméné vétsi pokrok nastal az ve 21. stoleti,
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kdy byly vyvinuty mimo jiné metody DFT-D [52]. Zaklad korekci DFT-D
spo¢iva v uvazeni vSech moznych péard atomi v chemickém systému a jejich

prispévki podle Londonovy teorie. Jejich soucet je pak disperzni korekce:

AB
EDFT-D _— _ 5_6 Cs fDFT—D (Rup)
disp - 2 R/?B damp AB (1 1)

A+B

Kde sg je globalni skélovaci parametr Sestého fadu, Rup vzdalenost atomu A a B,
CAB  disperzni koeficient &Sestého Fadu ziskany jako geometricky pramér
koeficienti pro dané atomy, a d’;{;{; D je tlumici faktor zavisly na R,p jehoz
funkce je zabranéni vicenasobnému zahrnuti disperze. Nicméné i tento pristup
mé problémy uz pfi d3 a d4 prvcich. Tyto nedostatky odstraiuje korekce D3
[52]. Verzi korekce D3 existuje vice, napiiklad v DFT-D3(BJ) je vyraz pro

disperzni korekci upraveny a tlumici faktor pochazi z prace Beckeho a Johnsona

[53]:
EPFT-D3(B)) _ _1 Z S ChP
disp ) n DFT—D3(BJ] n 12
S Ris [y RED)] (12)
Kde s,,, CAB maji analogicky vyznam jako v pfedchozim piipadé, a tlumici
faktor je kone¢na funkce:
DFT-D3(BJ)
Taamp " (RE) = anREf + az (13)

Parametry a;,a, jsou ménitelné a kontroluji disperzi pro kratké i delsi
vzdalenosti. Ry pak uz je definovan jako odmocnina poméru disperznich
koeficientii osmého a Sestého Fadu, které jsou ziskany z hodnot atomového

naboje a dipolového a kvadrupélového momentu.
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Analogickym zptisobem je TfeSena i korekce na disperzi tfiatomarniho piispévku,

vvvvvv

naptiklad v [54],[55]).

Ve vysledku jsou disperzné korigované DFT-D3 mimorddnym zlepsenim DFT
vypocti [56], a mély zasadni dopad na vypocetni chemii, zejména proto, Ze
korekce je odvozena pouze z geometrie TFeSeného systému, a to za zcela
zanedbatelny vypocetni ¢as. Diky tomu, Ze disperzni koeficienty nejsou zavislé
na konkrétnim systému, je DFT-D3 nejen presnéjsi, ale i flexibilnéjsi a umoznuje

aplikaci pro naprostou vétsinu prvka periodické tabulky.

Lze tedy tici, ze DF'T metody zejména po rozsifeni o disperzni korekci D3, patii
svou rozsahlosti a wuniverzalnosti k patefi soucCasné vypocetni chemie a
mnohokrat prokazaly svou uziteénost. Zejména z divoda uvedenych vyse bylo
spojeni funkcionalu BP86 s DFT-D3 pouzito na hlavni vypocty v této diplomové

praci.

Semiempirické metody jsou metody, které vyuzivaji zakladu ab initio metod,
protoze vychézi z elektronové Schrodingerovy rovnice, ale pouze s pouzitim
efektivniho hamiltonidnu. Pii feSeni vyuzivaji rtzné empirické parametry,
napiiklad parametrizuji ¢i rovnou zanedbéavaji rizné typy integrali, vnitini
elektrony zahrnuji jako soucést efektivniho hamiltonianu, apod. Jejich smyslem
je tak snizit vypocetni naro¢nost na rozumnéjsi miru, pfi co nejvétSimu se

priblizeni presnosti ab initio metod.

Nejjednodussi semiempirickou metodou je rozsifena (angl extended) Hiickelova
metoda, v rdmci které se pri feSeni sekularnich rovnic napiiklad zanedbévaji
prekryvové integraly AO na riznych atomech, a dalsi integraly nahradime
riznymi parametry ze spektroskopickych ¢i termochemickych dat. V nékterych

pripadech takto l1ze dobte odhadnout napf. excita¢ni energii. V soucasné dobé se

31



Hiickelova metoda uz nepouziva, nicméné byla dilezitym priitkopnikem ve vyvoji

semiempirického pristupu v kvantové chemii.

Moderni semiempirické metody pouzivaji obecné sofistikovanéjsi parametrizaci,
umoznujici 8irsi pouziti s dobrymi vysledky a jsou uzivané ve spojeni s celou
fadou popularnich programt. Rozsifenymi semiemprickymi metodami jsou
napiiklad AMI1, zalozend na aproximaci nulového prekryvu raznych orbitala
s korekei na repulzi 57|, nebo PM3 [58] kde je pouzit zédklad metody AMI, ale
s automatickou, ,,ab initio* parametrizaci, ¢i pokrocilejsi SAM1 [59] a dalsi.
Jinym typem jsou semiempirické metody zalozené na DFT. Priikladem takové
metody je GFN2-xTB, dale oznacovana jen jako xTB [60],[61]. Tato metoda je
Siroce aplikovatelna, obsahuje komplexnéjsi elektrostatické a vymeénné-korelac¢ni
prispévky k hamiltonianu. Velkou devizou je také zahrnuti self-konzistentni
korekce na disperzi D4, diky c¢emuz je mozné efektivné zahrnout efekty
elektronové struktury. Pouzivané parametry jsou spolehlivé pro vSechny prvky
az do radonu, a poskytuji dobré modely struktur, vibra¢nich frekvenci a

nekovalentnich interakei.

GNF2-xTB byla od poc¢atku (2016) specificky vyvijena jako metoda pro
organické a biochemické systémy v fadu tisici atomi. Oproti predchozi verzi
GFN-xTB poskytuje vyrazné vylepseny popis nekovalentnich a elektrostatickych
interakci. Jevi se jako velmi vhodna pro studium proteinovych interakci a
konformac¢niho chovani proteini. Protoze vyse zminéné typy studii jsou soucésti
této prace (vizte podkapitolu 2.4.), byla tato metoda v ramci této prace
vyuzivana pro geometrickou optimalizaci (podrobné&jsi popis vyuZiti je uveden

v kapitole 3.1.2).
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2.2. Metody konformac¢niho samplingu a predikce proteinové

struktury

Mapovani konformaéniho prostoru biomolekul, také jinak zvané konformaéni
sampling, je vyznamny smér soucasné biochemie diky tizkému propojeni realné
dosazitelnych a populovanych konformaci a funkci biomolekul.[62] Spravny
konformac¢ni sampling miize napomoci presnym predikcim ftady dulezitych
aspektlu proteinové dynamiky, jako jsou strukturni, kinetické a termodynamické
veli¢iny, a trajektorie sbalovani proteinu (proteinového foldingu). Protoze
biomolekuly se v Zivych organismech zpravidla nachazi ve stavu roztoku, coz
vyrazné méni jejich fyzikalni chemii v porovnani s molekulami v plynné fazi, je
termodynamicky spravny pfistup je hledat minima Gibbsovy energie celého
systému [63], tedy proteinu véetné explicitné ¢ implicitné zahrnutého solventu
(obvykle vody). Nejjednodussim typem konforma¢niho samplingu je nahodné
hledani (random search methods), jehoZ podstatou je generovani novych
konformert ndhodnou zménou soufadnic ¢i dihedrélnich dhla jiz ziskanych a
minimalizovanych struktur, coz pokrac¢uje obvykle tak dlouho, dokud procesem
jiz nevznikaji zadné nové konformery. Tato metoda je sama o sob& snadno
implementovatelna, nicméné neni jisté, jak velké procento konformacéniho

prostoru uzivatel ziské, a navic vétSinu struktur vygeneruje (zbytetné) vicekrat

[41].

Druhym zakladnim typem samplingu je systematické hledani. V tomto pripadé
se vychozi struktury voli analyticky tak, aby pokryly cely konformaé¢ni prostor
rovnomérné, napt. ve formé ¢tvercové miize. Po jejich nasledné optimalizaci
tyto struktury zkonverguji do nejblizsitho energetického minima. Podobné jako u
ndhodného samplingu je tak vétsina vyslednych konformert redundantnich,
nicméné oproti ndhodnému samplingu 1ze do velké miry ovlivnit, jak moc tplny
konformac¢ni prostor uzivatel ziska, volbou hustoty pokryti konformacéniho

prostoru vychozimi strukturami. Tato vétsi jistota byla i pfes vysokou vypocetni
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naroc¢nost a redundanci hlavnim divodem, pro¢ byl tento typ samplingu zvolen

pro hlavni napln prace.

Dalsim moznym piistupem je metoda postupné vystavby, béhem které jsou vzdy
nalezeny lokalni minima kratkych fragmentu. Tyto fragmenty se pak spoji, opét
jsou energeticky minimalizovany, a tak dale, az do celkové struktury, jejiz
energetickd minima se hledaji. Podobnym pristupem je deformac¢ni sampling,
kde je diky vyfeSeni difuzni rovnice hyperplocha potencialni energie v hladsi
podobé, coz umoznhuje snadnéjsi nalezeni hlubSich minim odstranénim téch

mélcich [64].

Podobnym pfistupem je metoda distan¢ni geometrie [4],[5], jejiz podstatou je
ndhodné generovani geometrickych matic. Tyto matice vzdy obsahuji
vzdalenosti mezi atomy (takZe hlavni diagonala je vzdy nulova). Protoze
vzdalenosti atomt v molekule jsou sprazené a plati pro né rFada omezeni
(napiiklad pro lomenou molekulu ABC neni mozné, aby vzdalenost atomu A a
C byla vétsi nez soucet AB a BC, atomy v cyklickych molekulach od sebe
nemohou byt dale nez je ur¢ita hranice atd.), zdaleka ne v8echny matice je tfeba
prevadét na skuteéné konformery a minimalizovat je, a neredlnost potenciadlniho
konformeru lze odhalit uz ve formé matice. Minimalizuje se pak jen malo
skuteéné vytvorenych konformeri, opét vSak neni nijak zaruceno, ze nebude

dochéazet ke generaci stejnych konformert vicekrat.

Pro potfeby konformac¢niho samplingu pak lze pouzit i metody molekulové
dynamiky ¢i Monte Carlo — diky jejich zakladni charakteristice, totiz
pripustnosti kroku smérem k vyssi energii [66], je mozné jimi dosdhnout jinymi

metodami obtiZzné dosazitelnych minim.

Metody Molekulové dynamiky (MD) jsou metody slouzici k modelovani
realistického ¢asového vyvoje studovaného systému [66]. Tento ¢asovy vyvoj

trajektorie systému lze spocitat tak, ze uré¢ime celkovou silu ptisobici na kazdou
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Castici, jako zaporné vzaté parcialni derivace celkového potencialu (ktery nam
poskytne pouzité silové pole) podle prostorovych soufadnic daného atomu.
Samotny ¢asovy vyvoj pak ziskame FeSenim soustavy Newtonovych pohybovych

rovnic pro vSechny ¢astice:

i }N‘ Uy (|7 - 7) 14)
1 - - N
dt? %) a(lri _rjl)

Kde m; je hmotnost Céastice 7/ a U oznacuje zvoleny potencidl. Kromé toho je
samoziejmé potfeba znat pocateéni podminku — konfiguraci v ¢ase ¢ = 0.
Rovnice se Tesi numericky, zpravidla tak, Ze spocitdme vyvoj po kratky casovy
usek, na kterém predpokladame, Ze se pusobici sily neméni. Z tohoto nového

bodu pak postupujeme stejné.

Jednou z mnoha metod molekulové dynamiky je tzv. ,horka“ molekulova
dynamika (hot-MD) pii které se systém simuluje za nerealisticky vysokych
teplot (nerealistickych v tom smyslu, Ze napt. studovanid molekula by takové
podminky nevydrzela) diky ¢emuz dosahuje simulovany systém vysokych hodnot
energie, procez dokaze prekonat energetické bariéry, které by jinak byly

prekonatelné obtizné nebo vibec.

V tzkém vztahu k MD samplingu je sampling Monte Carlo, zalozeny na pfijeti
kroku k vyssi energii na zakladé tzv. Metropolisova kritéria [67], souvisejiciho s
Boltzmannovym rozdélenim. Krok ze stavu 1 do stavu 2 je v pripadé zvySeni
energie prijat, pokud pravdépodobnost prijeti p, definovani pomoci energii obou

stava £y a Ej jako:

exp (_El/kT)
exp (_EZ/kT)

p =min|1, (15)
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je vétsi nebo rovna nahodné vybranému c¢islu z intervalu od nuly do jedné.
Znaky k7T zde klasicky maji vyznam Boltzmannovy konstanty a
termodynamické teploty. Monte Carlo patii k nejvyuzivanéj$im metodam
samplingu, zejména pro piipad kapalin & roztokiu [45] a pouzivé jej napiiklad i

Rosseta [32].

Konformac¢ni samplingy typu Monte Carlo ¢i molekulové dynamiky patii k
nejrozsirenéj$im typim samplingu [45]|, zejména jeho vysokoteplotni varianta —
diky tomu dosahuji konfomery vysokych hodnot kinetické energie a jsou
schopny prejit v podstaté jakoukoliv bariéru. Tento typ samplingu je v této

praci uzit pod nazvem PlainMD, vizte dale.

Konkrétnich metod zaloZzenych na vySe uvedenych pristupech je cela rada, kazdé
vyvijena s ohledem na urcité specifické vyuziti. Jednim piikladem je large-scale
low-mode samplingovy algoritmus (LLMOD) [68], vyvinuty pro makromolekuly.
Principem LLMOD algoritmu je, Ze se v kazdém kroku vybere ur¢ity konformer
z uz znadmého setu (v prvnim kroku vychézi ze vstupni struktury), ktery se pak
vyrazné porusi podél sméru jednoho z nizkofrekvenénich normalnich vibraénich
modi. Takto vytvoreny konformer je poté energeticky minimalizovan a pfidén
k sadé uz ziskanych konformeri. Energetickd minimalizace vSak probiha bez
vypo¢tu Hessovy matice pomoci metody ARPACK, kterd na ni pouze nepiimo
zévisi. Tento LLMOD algoritmus se osvéd¢il pro konformacni sampling

makrocyklickych sloucenin [69].

2.3. Pouzity software a algoritmy

V ramci této prace byl pouzit jako hlavni néstroj pro provadéni kvantove-
chemickych vypoctu software Turbomole, jehoz ptvodni verze se datuje do roku
1989. Jedna se o program s implementovanou velkou fadou soucasnych QM i

DFT metod, jejich riznych variant a jeho vystupni data jsou podporovana
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velkou tfadou dalsich programii, a je vyuzitelny pro celou fadu aplikaci, jako je
teoreticky popis katalyzy, organické chemie, spektroskopickych parametria i

biochemie.

Dtvodem volby Turbomolu pro tuto préci je fakt, ze se osvédcil pii paralelizaci
velkého mnozstvi vypoctli, jako jsou napiiklad optimalizace statisict
oligopeptidovych fragmentii, coz byla hlavni vypocetni napln této prace. Velmi
efektivné je v Turbomolu implementovana tzv. ,resolution-of-the-identity“,
nékdy téz nazyvana ,density-fitting”, aproximace DFT, kterd v praxi vede

k fddovému urychleni DFT vypoctu.

Jak jiz bylo zminéno, studium konforma¢niho chovani peptidovych fetézct
pozbyva smyslu bez modelovani v roztoku, tedy bez zahrnuti -efektu
rozpoustédla. Rozpoustédlo miize byt modelovano tak, Ze jsou kolem zkoumané
molekuly (v tomto smyslu oznafované jako rozpousténa latka) simulovéany i
jednotlivé molekuly rozpoustédla, a to bud pomoci QM nebo MM metod.
Takovy model se pak oznacuje za explicitni solvata¢ni model, a jakkoliv je tento
pristup velmi presny, v praxi je jeho vypocetni naro¢nost obrovska. Proto se
v fadé pripadi pouziva tzv. implicitni modely solvatace, které simuluji vliv
rozpoustédla, resp. jeho elektrostatické interakce tak, ze vytvari kolem molekuly
kavitu o urcité hodnoté relativni permitivity &, a rozmér této kavity je odvozen
z Van der Waalsovskych polomérii. Jednodussi implicitni modely popisuji kavitu
pomoci elektrického néboje, Kirkwoodiv-Onsageriiv. model pak pomoci
dipélového momentu. Velkym zlomem byla na pocatku 80. let formulace metod
polarizovaného kontinua (PCM), které v té ¢i oné podobé dodnes tvori zaklad
vSech modernich implicitnich solvata¢nich metod. V této praci byla v ramci
programu Turbomole [70] byla uzita QM metoda COSMO (conductor-like
screening model) a COSMO-RS (conductor-like screening model for realistic
solvation). COSMO na rozdil od dalsich implicitnich modeld odvozuje

polariza¢ni naboje dielektrického kontinua z tzv. aproximace ,stinéného vodice".
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COSMO-RS metoda je schopna poskytnout chemicky potencidl v kapaliné a
dalsi termodynamicky dulezitd data, a tedy i solvata¢ni energii [71].

Implementace metody COSMO-RS je dostupné v programu COSMO therm.

Kromé vyse uvedené kombinace (Turbomole, COSMO therm) byly pouzity
programy (moduly) MAESTRO a Macromodel od firmy Schrodinger, Inc.
presné&ji feceno jeho samplovaci algoritmus MD/LLMOD (molecular dynamics

with enhanced sampling along the low-lying vibrational modes) [68].

2.4. Cile préace

Konforma¢nim samplingem (vzorkovanim) aminokyselin a dipeptidi se
v poslednich 20 letech se zabyva dlouha rada studii. Jedn& se o naro¢ny a
obtizné dosazitelny cil, z dtivodl jak technickych a praktickych, jako je znacna
vypocetni naroc¢nost, tak principialnich, protoze neexistuje zptusob, jak tplnost
konforma¢niho prostoru jakkoliv dokazat. Zakladni zptusoby mapovani
konformac¢niho prostoru, uvedené vySe a podrobnéji popsané v [41], byly
rozvijeny a zdokonalovany nejprve na jednodussich systémech, jako je dialanin
[72], [73] které na tomto modelovém dipeptidu ukazuji, Ze dostateény
konformac¢ni sampling pro dosazeni vSech hlavnich regionu lze na dipeptidech
provést vice zpusoby, jako pomoci MD, tak tzv. metody Leap-Dynamics ¢i
dalsich. Déale z nich vyplyva, Ze rizné formy aproximaci ovliviiuji konformacni
preference rizné, napiiklad Ze zahrnuti vlivu naboje posouva konformacni
preference vice k a-helix regionu, kdezto uvazovani implicitniho rozpoustédla ¢i
jeho pominuti podobny efekt neindukuje. Kromé toho byl dialanin studovan i
s pouzitim modelu explicitni vody, k ¢emuz se dalsi pristupy casto odvolavaji
jako ke srovnavacimu standardu. Dale byly v prostfedi implicitniho
rozpoustédla (vody) konformaé¢né vzorkovany i proteinogenni aminokyseliny [72],

[74], [75]; a to jak volné, tak s chranénymi konci methylovou skupinou,
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s nabitymi i nenabitymi postrannimi fetézci aspartatu, glutamatu, argininu,
lysinu a histidinu (obé pozice) a také v komplexech s ionty Ca?* | Ba?t | Sr2* |
Cd?+ |, Pb?* | and Hg?" (tyto komplexy jsou b&Zné v zivé prirodé) pii dobré
shodé s experimentalnimi daty. V jiné studii byl vzorkovan konformac¢ni prostor
jednotlivych aminokyselin s konci chranénymi dvéma glyciny (GGXGG,
kde ,,X“ oznaCuje aminokyselinu) a také i nepfirozené se vyskytujici D-
aminokyseliny, ¢imz bylo zjisténo, ze konformacni prostor je z hlediska zmény
chirality lichy (soumérny podle pocatku). Koneéné bylo konformac¢ni chovani
aminokyselin zkoumano i v prostfedi explicitni vody [73]. Dale pak bylo
zkoumano vice systémii, jako napfiklad dipeptidy obsahujici fenylalanin, ovSem
v plynné fazi a s nenabitym postrannim retézcem, coz ukazalo jista pravidla pro
typické hodnoty dihedralnich dhlti druhého postranniho fetézce dana rigiditou
fenylalninové ¢asti [76]. Koneéné byly na vybranych aminokyselinach a
dipeptidech v omezené mife zkoumény moznosti induk¢énich kroki, tedy zda je
mozné odvodit konformaé¢ni prostor dipeptidi z aminokyselin [77], pfipadné
tripeptidi  z dipeptidi [78]. Byla nalezena metoda, kterd do urcité miry
predikuje konformaé¢ni prostor dipeptidi ze znalosti konformad¢niho prostoru
aminokyselin, pouzitim predstavy tzv. dilezitych konformert
a ,,skladanim® dipeptidi z téchto konformert (prostym nahrazenim, kde byly
opét analogicky definované diilezité konformery nalezeny. Metoda byla vyvinuta
na 13 dipeptidech a s Gspéchem pouzita na dalsich 8. Nasledné byla jeji analogie
pouzivana i na prechod mezi konformac¢nimi prostory dipetidi a tripetidu.
Nejednalo se vsak ani zdaleka o tdplny konformaéni prostor, a navic vypocty
byly provedeny v plynné fazi. Na druhou stranu vSak teoretickd infracervené
spektra ziskanych konformert poskytla dobrou shodu s experimentalnimi daty.
Celkové vSak lze konstatovat, ze bylo az dosud podrobeno extenzivnimu

konforma¢énimu samplingu jen malo dipeptidi (napt. TG [79]), a je$té méné

Vel xiv .
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Nicméné, velmi malo pozornosti bylo vénovéano souhie vsech faktoru urcujicich
konformac¢ni chovani peptidi v roztoku ¢ v kontextu proteinu: extenzivnimu
vzorkovani, vlivu néaboje postranniho Tftetézce, vétsi variabilité postrannich
fetézcd, ochranéni koncovych skupin (které v ramci proteinu jsou soucasti
vazeb) zahrnuti vlivu rozpoustédla, idealné pokroé¢ilejsim solvataénim modelem
atd. Vétsi aproximace v jakékoliv z téchto oblasti (napfiklad absence
extenzivnéjstho samplingu, ¢ vypocty provadéné pouze v plynné fazi) nutné
vedou k ovlivnéni ziskaného konformacéniho prostoru. Za zminku také stoji, Ze
mnoho podrobnéjsich studii v tomto oboru se zabyva pouze velmi jednoduchymi

dipetidy, nejc¢astéji dialaninem.

Cilem této prace je pouzitim teoretickych metod kvantové a vypocetni chemie
zmapovat  Uplny  konformaéni  prostor  aminokyselin a  vybranych
reprezentativnich modelovych dipeptidi (oboje s chranénymi konci) a to ve
vodném prostfedi modelovanym implicitnim solvataénim modelem. Vysledny
soubor dat nebude pouhou podmnozinou ¢ aproximaci, nybrz limitné tplnym
konforma¢nim prostorem studovanych systému, u kterého je obtizné si
predstavit, ze by jej bylo mozné ziskat jakymkoliv bézZnym konformac¢nim
algoritmem. Ziskani takového souboru bude dosazitelné pouze néaro¢nou a
extenzivni lidskou i vypocetni praci, zahrnujici geometrickou optimalizaci a
vypocty energie statisici az milioni molekul (kvantové-mechanickymi
metodami), dobfe navrzenou paralelizaci vypoCtl, stejné jako pokrocilého

skriptovani.

Nasledné pak bude ziskany soubor dat podroben zevrubné analyze, pric¢emz
budou hledany jakakoliv pravidla a trendy, kterd konformacni chovéani kratkych
peptidickych fragmentii urcuji ¢i ovliviiuji (napf. vliv sousedni aminokyseliny na
konformac¢ni prostor), a bude proveden pokus o zobecnéni téchto pravidel.
Zaroven budou stejné dipeptidy podrobeny i vzorkovani pomoci samplovacich

algoritmi, za tcelem otestovani jejich kvality.
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Konectné budou prozkouméany moznosti, jak lze konformac¢ni trendy
v dipeptidech uchopit a udélat pomoci nich indukéni kroky na vétsi oligopep tidy
jak naznacuji prace [77], [78], tj. jak z konformaniho chovéani dipeptida udélat
krok k popséani konforma¢niho chovani tripeptidi, az do rozméru malych

proteinovych domén, vizte obrazek 2.2., je-li takovy krok mozny.

\\ Malé Proteinoveé domény //

™
| W

--------------------------

M
| Vv

Tripeptidy
u N

IV
Dipeptidy

Obrazek 2.2.: Schematické znézornéni inverzni pyramidy konformac¢nich

prostort a myslenky indukénich krokti mezi nimi.

Odvozeni podobnych indukénich kroki by vedlo k vyraznému posunu v chépéani,
jak lokalni vlivy wurcuji stabilizaci proteinu, a tedy k lepsimu chapani
proteinového foldingu z prvnich principta (ab initio). To pak muZe byt vyuZito

v fadé aplikaci, naptiklad teoretickém névrhu léciv.
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ITI. Kapitola

Vypocetni protokol

3.1. Zkoumané systémy
Samotnou vypocetni praci lze rozdélit do ¢ty ¢asti:
(1) zmapovani konformaéniho prostoru vsech 20 jednotlivych aminokyselin,

(ii) zmapovani konforma¢niho prostoru 17 modelovych dipeptidi metodikou

vyvinutou na piipadu aminokyselin,

(iii) zmapovani konforma¢éniho prostoru vybranych dipeptidickych fragmenti

z proteinové databanky,

(iv) zmapovani konforma¢niho prostoru tychz dipeptida za pouZiti
konformac¢nich samplovacich algoritmt, jmenovité MD/LLMOD od firmy
Schrodinger, Inc. a metodou horké molekulové dynamiky oznacované v ramci

této prace PlainMD.

Vysledky z prvni a druhé c¢asti byly =zaroven pouzity pii optimalizaci

vypocetniho protokolu treti, resp. ¢tvrté casti.

3.1.1. Zmapovani konformacéniho prostoru aminokyselin

Jako modelovy systém pro vSechny studované oligopeptidy byl zvolen systém s
chranénymi konci, tedy acetylovany na /N konci, a N-metylovany na C' konci,
vizte obrazek 3.1. Zvoleny model tak zahrnuje nejblizsi okoli dané aminokyseliny

v ramci proteinového fetézce, a je vérnéjsi reprezentaci oligopeptidu jako ¢asti
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proteinové struktury nez samotné volné aminokyselina ve

,zwitteriontové” podobé.

O |
S
HeC~ N N~

H O R, H

Obrazek 3.1.: Schematické znazornéni oligopeptidu s chranénymi konci.

Pro ziskani ¢i popis tplného konformacéniho prostoru bylo nutné minimalizovat
moznost, ze v ramci samplovactho kroku dojde k pominuti urc¢itych konformer.
Proto byl sampling proveden analyticky, a to nasledovné — vSechny dihedrélni
thly vazeb mezi tézkymi atomy v dané aminokyseliné (jmenovité db, @, %1, X2,..
¥n) byly rotovany vzdy o 40°, ¢imZ bylo ziskdno 9% vychozich struktur (kde N je
pocet dihedralnich uhli). Peptidova vazba je obecné vzhledem k jeji nasobnosti
povazovana za vazbu s nulovou rota¢ni volnosti, proto byla ponechana fixni.
Tim bylo dosazeno rovnomérného pocatecniho pokryti konforma¢niho prostoru,
jak ilustruje obrazek 3.2. Tento typ samplingu a vysledky vypoc¢td po jeho

pouziti budou déale nazyvéany systematicky sampling.
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Obrazek 3.2.: Zpusob systematického samplingu N-rozmérného (zde

dvourozmérného) konformaéniho prostoru na ukézce alaninu.

Nasledné byly vsSechny vychozi konformery geometricky zoptimalizovany
v programu Turbomole zptisobem popsanym v odstavci 3.2.1. a nasledné byla
vypoctena jejich solvata¢ni energie, dle odstavce 3.2.2. Cely vypocetni protokol

je znazornén na obrazku 3.3.

Konformacni DZVP-
samplinga  |—>| DFT/COSMO
pfiprava geom. opt. (¢, = 80)

v

COSMO-RS Odstranéni
single point & |—>| redundantnich
solv. energie konformeru

Obrazek 3.3.: Schéma vypocetniho protokolu pouzitého v pfipadé aminokyselin.
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Z prubéznych vysledku bylo zjisténo, ze generace konformacnich setu rotaci o
40° neni nutna pro dihedralni thly vazby mezi atomy nabyvajici hybridizace sp3.
V téchto pripadech jsou v naprosté vétsiné populovany pouze antiperiplanarni a
obé gauche konformace vzhledem k této vazbé (vizte obrazek 3.4.), a tedy
postacuje rotace téchto vazeb o thel 120°, ¢imz se pocet vychozich struktur
vyznamné redukuje. Navic i v pfipadé této aproximace byly ve vysledném
souboru stejné hodnoty dihedralniho thlu postranniho fetézce jako bez ni, coz ji
¢ini zcela legitimni.

A B

S (. T 4,\‘\ Al

T T T
-180 -120 -60 0 60 120 180 -180 -120 -60 0 60 120 180
% 1°) % 1%
Obrazek 3.4.: Ukazka vysednych hodnot thlu postranniho fetézce valinu pro

rotaci o 40° pred smazanim redundanci (A) a 120° po smazani redundanci (B).

Rotace o 120° vSak neni mozna v pripadé vazby na atom s hybridizaci sp2, coz
se tyka aminokyselin Asp, Asn, His, Glu a Gln, kde by toto omezeni vedlo
k vyrazné ztraté poctu finalnich struktur a netdplnosti konformacéniho prostoru.
Je vsak dostatecnd pro Tyr, Phe a Trp, kde sterickd naro¢nost postranniho
Fetézce dovoluje ve vétsiné jen dveé polohy postranniho fetézce vzhledem k rotaci
této vazby (obé lisici se o 180°) a mensina zbylych dihedralnich thld na této
vazbé je také timto postupem ziskana.

Ziskané finalni konformacni sety jsou vysoce redundantni (vizte odstavec 4.3), a
tedy byl vyvinut algoritmus pro efektivni vybér unikatnich konformeri pro dalsi

vyhodnoceni. Tento algoritmus je zalozen na predstavé, Ze pouze konformery
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lisici se v alesponn jednom dihedralnim thlu o vice nez 20° jsou neredundantni,
protoze 20° je pfiblizna vibra¢ni amplituda vazeb mezi tézkymi atomy. Cely
skript algoritmu, napsany v prostfedi programovaciho jazyka python [80],[81], je

uveden v Dodatku A k této praci.

3.1.2. Zmapovani konforma¢niho prostoru 17 modelovych dipeptida

Nejprve byl zmapovan tuplny konformac¢ni prostor 17 modelovych dipeptidi,
které byly vybrany tak, aby obsahovaly jednak vsSechny typy postrannich
fetézci (polarni, nepolarni, kladné a zaporné nabity a aromaticky), dale
postranni Fetézce stejného typu ale odlisnych v délce (napt. Asp a Glu) a
kone¢né i permutace aminokyselin v dipeptidu (napf. AV a VA). Zpusob
generace konformac¢nich setii ztistal stejny jako zptisob vyvinuty pro piipad
aminokyselin (vizte vySe, odstavec 3.1.1.), s opét rota¢né fixovanou trans-
peptidovou vazbou mezi obéma aminokyselinovymi rezidui. Seznam vSech
dipeptidi véetné poctu vychozich konformeri je uveden v tabulce 3.1.

Nasledné byl na kratsich dipeptidech proveden stejny postup jako v pripadé
aminokyselin.

I pres paralelizaci na 16, resp. 24 procesorech na pouzivanych vypocetnich
klastrech v8ak ¢as nutny na zmapovéani konforma¢niho prostoru byt i kratsich
dipeptidii (AV, TA) dosahoval netinosnych hodnot v fadu tydnt na jeden systém,
coz vedlo k nutnosti snizit vhodnym zptsobem pocet konformeri, které je nutné
optimalizovat kvantové-chemicky (jakoZto rychlost uréujicim kroku).

Z toho duvodu byla vlastni optimalizaci konformeri metodou DFT-
D3//COSMO prediazena jesté optimalizace semiempirickou metodou xTB
(citace, detaily vypo¢tu vizte kapitolu 3.2.1.), ktera je oproti optimalizaci DFT-
D3//COSMO priblizné 100x rychlejsi (jednotky sekund oproti desitkam minut
az hodindm) a néasledné vyfazeni redundantnich konformeri po optimalizaci

v xXTB (opét stejnym algoritmem, vizte Dodatek A). Az teprve konformery
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unikatni po optimalizaci v xXTB byly optimalizoviny metodou DFT-
D3//COSMO, nebot dle referen¢ni studie [56] je samotnd metoda xTB pro
vypocet konformacnich energii vyrazné horsi nez DFT-D3. V nasem piipadé to
vedlo je snizeni poc¢tu konformert vstupujicich do DFT-D3//COSMO o 90 %,
tedy vypocetni naro¢nost byla de facto sniZzena o tad. Tento pfristup byl
otestovan na dipeptidech AA a AD a bylo ovéfeno, Ze se jedna o dobrou
aproximaci.

Néasledné pak pokracoval standardni protokol pouzity v piipadé aminokyselin,
vizte obrézek 3.5. Takto byly ziskany konformacni prostory 17 modelovych
dipeptidi a pocty vyslednych konformert byly dale pouzity pro otestovani
algoritmti LLMOD a PlainMD, vizte dale.

Konformacni xT'B optimalizace Odstranéni
sampling & —>| &ssingle point  |—>| redundantnich

priprava energie (¢ = 80) konformera

|
v

DZVP- COSMO-RS Odstranéni
DFT/COSMO single point & redundantnich

geom. opt. (¢, = 80) solv. energie konformert

Obrazek 3.5.: Schéma vypocetniho protokolu pouzitého v pfipadé dipeptidi.

Detaily jednotlivych kroktu vizte kapitolu 3.2.
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Tabulka 3.1.: Studované dipeptidy a pocty jejich vychozich konformeri.

Dipeptid AA AV VA AS SA
Pocet 6561 19 683 19 683 19 683 19 683
AT TA AD DA AF AH
59 049 59 049 177 147 177 147 19 683 59 049
AN \AY AQ v AE AK
177 147 59 049 531 441 177 147 531 441 531 441

Na nékterych dipetidech byly rovnéz sledovany vodikové vazby. Pro potieby
této studie byla vodikova vazba definovana jako soucasné splnéni dvou
podminek: 1) Vzdélenost vodiku a akceptoru musela byt vétsi nez 2,5 A a 2)
Uhel donor — atom vodiku — akceptor vé&tsi nez 130°. Vodikové vazby jsou
uvazovany mezi skupinami CO a NH hlavniho fetézce a mezi polarnimi
skupinami postrannich fFetézci a hlavnim fetézcem. Pro hledani vodikovych
vazeb byl pouzit skript napsany s vyuzitim knihovny Biopython, uzity jiz diive

v praci [82].

3.1.3. Zmapovani konforma¢niho prostoru dipeptidovych fragmenti z proteinové

databanky

Soubézné s vypoclty popsanymi v kapitole 3.1.2. byly pro potfeby vyhodnoceni
$ifky energetického okna konformeri sledovanych dipeptidi vyextrahovany
jejich struktury (konformace) z databéze Top8000 [82], jmenovité AA, AV, VA,
AD, DA, AS, SA, AF, AK. Tyto dipeptidové fragmenty byly ziskany tak, Ze
misto C, uhliku hypotetické predchozi a nasledné aminokyseliny v proteinovém
Fetézci byla substituovana methylova skupina, ¢imz byl dipeptidovy fragment
v konformaci z realné proteinové struktury preveden na dipeptid s chranénymi

konci, plné odpovidajici modelu ziskanému generaci systematickym samplingem.
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Nasledné byly konformery podrobeny stejnému vypocetnimu protokolu jako

v pripadé aminokyselin a kratsich dipeptidii.

3.1.4. Zmapovani konforma¢niho prostoru dipeptidi pomoci samplovacich

algoritmu

Jako posledni ¢ast byly na zde studovanych dipeptidech (vizte tabulku 3.1.)
otestovany dva samplovaci algoritmy, jmenovité LLMOD
(Maestro/MacroModel) a PlainMD; pro ovéfeni spolehlivosti a kvality téchto
samplovacich algoritmt z divodu mozného pouziti pro urceni konformacnich
prostort vétsich oligopeptidi. Podrobnéjsi popis obou algoritmu lze nalézt

v odstavcei 2.3.

V pripadé metody LLMOD byl pouzit vychozi protokol implementovany ve
verzi z roku 2015, konkrétné force field OPLS2005, solvataéni model GB/SA,
RMSD 0,75 A, energetické okno 10 kcal'mol’! pro prijeti daného konformeru.
Jediné, co bylo ménéno, byl pocet ocekdvanych vyslednych struktur, ktery byl
volen s ohledem na v té chvili uz znadmy pocet vyslednych struktur po
systematickém samplingu a néaslednych vypoétech (vizte tabulku 3.2.). Pocty
vygenerovanych konformera byly jen pfiblizny, protoze souc¢ast MD/LLMOD je
i kontrola a odstranéni redundanci ihned po vygenerovani konformeri a tedy
neni mozné vychozi pocet zvolit presné. Podrobnéjsi popis detaili LLMOD

muze byt nalezen v [68].

V piipadé PlainMD bylo pouzito stejné nastaveni, jako ve studii [83]: 5 ns
molekulova dynamika pfi 1000 K v programu NAMD verze 9.2 [84] se silovym
polem AMBER ff99SB [85] a implicitnim modelem vody GBIS [86], pricemz
snimky, ze kterych byly vyextrahovany jednotlivé konformery, byly pofizeny
v takovych intervalech, aby se poc¢ty konformerta blizily poctim

neredundantnich konformert ziskanych systematickym samplingem.
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Nasledné byly konformery podrobeny stejnému vypocetnimu protokolu, jako
v piipadé aminokyselin (vizte obrazek 3.3.; nizky pocet konformert umoznil

vynechat aproximativni krok s metodou xTB).

Tabulka 3.2.: Po¢ty vychozich konformertu vygenerovanych LLMOD a PlainMD.

Dipeptid AA AV VA AS SA

PlainMD 350 350 350 350 350

LLMOD 329 357 367 387 340

AT IA AD DA AF AH

1000 1000 600 600 400 600
891 845 478 528 433 503
AN \'AY AQ v AE AK
1000 800 3000 3000 3000 9000
910 893 3684 3489 2614 8954

3.2. Praktické aspekty pouzitych metod

3.2.1. Geometricka optimalizace

Geometrickd optimalizace metodou GFN2-xTB byla ve vSech pfipadech
provedena v programu xt¢b, konvergenénimi kritérii pro energii a gradient 0,510
> a.., resp. 1103 a.u./a, v implicitnim vodném rozpoustédle (pii 298,15 K a o
permitivité & = 80,2) a odpovidajicim nabojem. VSechny ostatni veli¢iny byly

ponechany ve vychozim nastaveni (citace manual XTB)

Geometricka optimalizace DFT-D3 byla provedena pomoci programu
Turbomole, v bazi DZVP-DFT, s parametry disperze D3-BJ pouZité v [87]
v prostfedi COSMO [71] (&=80), s funkciondlem BP86 [50] a kritériem

konvergence pro energii 1,0-106 a.u.
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3.2.2. Vypocet energie

Vypocet (vylepseného odhadu) Gibbsovy volné energie v roztoku se sestaval ve
vSech pfipadech ze dvou postupnych krokd. Prvni byl vypocet single point
energie pomoci programu Turbomole v COSMO - vSechny parametry byly
stejné jako v pripadé geometrické optimalizace, az na permitivitu, které byla
prifazena hodnota nekone¢no. Druhym krokem byl vypocet solvatacni energie
pomoci COSMO-RS za pouziti programu COSMOtherm17 a parametrizace BP-
TZVPD-FINE, opét ve vodé jako rozpoustédle. Pro potfeby ospravedlnéni
aproximace zanedbani frekven¢éniho prispévku k energii byl na dvou
aminokyselinach spoc¢itdn i frekvencéni prispévek k energii pomoci programu
thermo, 88| tedy standardni termochemicka analyza modelem harmonického
oscilatoru a tuhého rotoru obohacend o model volného rotoru pro nizko-lezici
vibra¢ni frekvence (< 100 cm). Vysledna energie konformeru byla vyjadiena

jako soucet téchto dvou prispévki:

Geerx = Gsowv + Esp. (16)

Kde Gegx je celkova (absolutni) volna energie uvazovaného konformeru, Egp,
single point energie vypoc¢tend pomoci COSMO, a Ggprp solvatacni energie
ziskand pomoci COSMO-RS. Pro potifeby vyhodnoceni byly nasledné ziskany i
relativni energie konformertt vicéi globalnimu minimu ode¢tenim energie

globalntho minima od vSech konfomeri:

Geerrrer = Geprk + GepLk omin (17)

Kde Gegrgrer je celkova relativni volna energie diskutovaného konformeru
vzhledem ke konformeru v globalnim minim daného dipeptidu a Gegrxemiv je

celkova absolutni volna energie konformeru v globalnim minimu. Relativni
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energie konformeru v globalnim minimu byla tedy rovna nule, v8echny ostatni

konformery mély hodnotu vyssi.
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IV. Kapitola

Vysledky a diskuze

Pred samotnym zahajenim mapovani konformac¢niho prostoru bylo tfeba najit
dostateéné pfesnou, ale vypocetné tunosnou metodiku. Solvataéni model
COSMO-RS, pouzity v této praci, je totiz kalibrovan pro funkcional BP86 a
triple-zeta bazovy set: def2-TZVPD. Vypocty v takto velké bazi jsou nicméné
velice naro¢né na vypocetni vykon. Pro studii statisici az miliéni konformertu
aminokyselin a dipeptidi provedenou v této praci bylo tfeba najit vypocetné
levnégjsi alternativu. Z toho diuvodu byly konformacni sety alaninu a aspartatu
ziskané rotaci po 40° optimalizovany nejprve za pouziti funkcionidlu BP86 a
DZVP-DFT bazového setu a stejna troven byla pouzita pro nasledné COSMO-
RS single point energie. Konformery byly nésledné preoptimalizovany s uzitim
doporucené a parametrizované kombinace BP86/def2-TZVPD (pro COSMO-
RS) a dale byl pfipocten frekvenéni prispévek k energii spocitany pouzitim
BP86/DZVP-DFT v plynné fazi. Obé vysledné energie byly porovnany. Pro obé
aminokyseliny byla primérna odchylka relativni energie vzhledem ke globalnimu
minimu setu konformeri mensi nez 0,5 kcal'moll, coZ je dostatecné pro tento
typ studie a aproximaci to ospravedliuje. Navic takovyto vypocet energie je
spojeny s vyraznou usporou vypocetniho ¢asu v fadech minut, az desitek minut

oproti nékolika mélo sekundam, coz odpovida cca dvousetndsobnému zrychleni.

4.1. Velikost konformacéniho prostoru aminokyselin

Zptusobem popsanym v podkapitole 3.1.1. byly zmapovény konformadcni
preference v8ech 20 proteinogennich aminokyselin. Poéty vyslednych unikatnich

konformert jsou uvedeny v tabulce 4.1.
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Tabulka 4.1.: Pocty vyslednych unikatnich konformert aminokyselin, poc¢ty

ziskanych konformert ve studii [75] a vychozi po¢ty konformerii.

Aminokys Ala Gly Pro Val Ile Leu
Unikatni 7 9 3 26 112 114
[75] 5 8 22 23 76 85
Vychozi 81 81 9 729 2187 2187
Phe Thr Cys Ser Met Tyr Trp
37 57 41 74 283 46 82
25 47 31 59 246 43 57
486 243 243 243 6561 486 486
Asn GIn Asp Glu His Lys Arg
160 481 72 147 58 396 599
49 134 23 46 57 731 1218
2187 6561 2187 6561 2187 6561 19683

Protoze konformac¢ni prostor aminokyselin byl ziskédn jiz fadou jinych metod,
cilem jeho zmapovani v této prace je predevsim zkalibrovat metodiku,
pouzivanou pozdéji na dipeptidy, aby déavala reilné a spravné vysledky.
Z porovnéani vysledki v tabulce 4.1. s konforma¢nimi sadami jiz ziskanymi
jinou metodikou [75] vyplyva, Zze metodou pouzitou v této praci bylo dosazeno
vétsitho konforma¢niho prostoru, nez jsou konformaéni prostory ziskané v praci
[75]. Jedinou vyjimku tvoii konformac¢ni prostory lysinu, argininu a prolinu,
nicméné rozdil je zptisoben volbou kritéria redundance, které je v pripadé studie
[75] zaloZeno na energetické odlisnosti, zatimco v p¥ipadé této prace na
odlisnosti strukturni. Energetické kritérium je totiz splnéno i pro piipad velmi
podobnych struktur, lisicich se v jednotlivych dihedralnich thlech jen o jednotky
stupnii, tedy dvé struktury, v préaci [75] vyhodnoceny jako neredundantni, jsou

si navzajem velmi podobné.
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Lze tedy shrnout, Ze vysledky mapovani konformac¢niho prostoru jednotlivych
,chranénych® aminokyselin ukazuji, Ze pouzitd metodika je vhodn& pro
systematické mapovani konforma¢niho prostoru dipeptidi. Ve vSech ptipadech
byly =ziskany konformery zastupujici vS8echny tfi hlavni regiony na

Ramachandranové diagramu (o-helix, 3-list, dalsi struktury, vizte obrazek 4.1.).
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Obrazek 4.1.: Ukazka konformacniho prostoru dipeptidu pro piipad Al se

znézornénim regoinu o-helix, (-list a dalsich struktur.

4.2. Velikost konformac¢niho prostoru dipeptidi

Pomoci nami vyvinutého vypocetniho protokolu popsaného v kapitole 3.1.2. byl
stanoven uplny konformacéni prostor 17 modelovych dipeptidi. Dipeptidy byly

vybrany tak, aby obsahovaly jednak vSechny typy postrannich fetézcti (polarni,
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nepolarni, kladné a zaporné nabity a aromaticky), déale postranni Tetézce
stejného typu ale odlisnych v délce (napf. Asp a Glu) a konecné i permutace
aminokyselin v dipeptidu (nap¥. AV a VA). Pro histidin byla v této praci pro
jednoduchost uvazovana pouze kladné nabitd forma s nabojem formélné na e-
dusiku (termodynamicky mirné favorizovanéjsi stav za béZnych podminek).
Opét, ve vSech pripadech byly nalezeny konromery ze vSech hlavnich regionu
Ramachandranova diagramu.

Ziskané konformacni sety unikatnich konformeriu téchto dipeptidi se pohybuji

v rozmezi stovek az tisici, jak shrnuje tabulka 4.2. a ilustruje obrazek 4.1. niZe.

Tabulka 4.2.: Pocty vyslednych unikatnich konformert dipeptidii a procento

redundance ve vychozim setu.

Dipeptid AA AV VA AS SA
Pocet unik. 312 254 256 367 340
Pocet vych. 6561 19 683 19 683 19 683 19 683

% 95 98 98 98 98
Al IA AD DA AF AH
839 828 444 470 360 430
59 049 59 049 177 147 177 147 19 683 59 049
98 98 99 99 98 99
AN \AY AQ v AE AK
821 773 2614 2669 1083 8891
177 147 59 049 531 441 177 147 031 441 531 441
98 98 99 98 98 98
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Ve v8ech pripadech se ukézalo, ze pres 95% (Casto i 99%) konformeri je
redundantnich, tudiz vyvstava otazka, zda je mozné nalézt efektivnéjsi zpusob
konformac¢niho samplingu, ktery povede ke stejnému nebo velmi podobnému
vyslednému konforma¢nimu setu pro vSechny typy dipeptidi (véetné polarnich,

nabitych a aromatickych). Tato myslenka je podrobnéji rozebrana v kapitole 4.4.

Poc¢ty konformeri rostou s poc¢tem dihedralnich whld podle ocekavani
exponencialné, vizte obrazek 4.2. a 4.3. Dale je z grafu patrny trend nizsich
poc¢ti konformera pro dipeptidy s nabitym postrannim fetézcem, jako je AE,
AD, AH, DA. Protoze jsme zaroven ukazali, Ze konformacni prostor jim
podobnych dipeptidi, jako napi. AQ, AF, AN (obsahujicich sp? hybridizaci na
prislusném uhliku zpravidla sousedicim s nabitou skupinou) je vétsi, je zfejmé,
ze se jedné o efekt zpiisobeny nédbojem a nikoliv hybridizaci. Zavérem tedy je, Ze
naboj na postrannim Tetézci proteinového rezidua vyznamné redukuje jeho
konforma¢ni prostor, =zatimco samotny typ hybridizace podobny efekt

neindukuje.
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Obrazek 4.2.: Vysledné pocty unikatnich konformera tvorici tuplny konformadéni
prostor zkoumanych dipeptidia v zavislosti na poc¢tu rotovatelnych dihedralnich
uhla. Body jsou obarveny na zékladé vlastnosti dipeptidi: nepolarni (modré),

polarni (fialova), aromatické (hnéda), zaporné (zelena) a kladné nabité (Cervend).
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Obrazek 4.3.: Ptiblizeni obrazku 4.1 v oblasti pro 6 dihedralnich dhla.

7 detailu na obrazku 4.2 je déle vidét efekt zamény rtznych postrannich retézct
o stejném mnozstvi dihedralnich tuhli, které dale ukazuje, Ze konformaécni
prostor ofekavatelné snizuje i sterickd néro¢nost postranniho fetézce (jak lze
vidét srovnanim izoterc-butylu u Al a fenylového rezidua u AF. Stejny efekt
také vysvétluje, proc¢ je v pripadé AA mirné vice unikatnich konformeriu nez pro
AV ¢ VA — v nékterych konformacich se dostédvaji methylovéa skupina alaninu a
izopropylové skupina valinu pfili§ blizko sobé, a tudiz takova konformace neni
stabilni, pricemz tento problém odpadda u dvou méné stericky néroc¢nych
methylovych skupin AA. Konformac¢ni prostor hlavniho fetézce nicméné zustava
vétsi pro AV/VA nez pro AA, coz vSak stericky efekt nevysvétluje a tento

problém bude hloubéji fesen v dalsi praci.
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4.3. Siika energetickych oken dipeptidii a jejich srovnéani
s energiemi konformerii z proteinovych struktur

Energie konformert, tvoricich uplné konformaéni prostory, které byly ziskany
postupem popsanym v kapitole 3.2, byly vyhodnoceny ve formé histogramii.
Protoze v nékterych sadach jsme narazili na (domnivame se nep#ili§ vyznamné)
vysokoenergetické konformery, byla jako reprezentativnéjsi hodnota zvolena
energie na 95. percentilu (jinak také devatenactém vigintilu, bé&Zzné znaceno
Qi9/20 ¢i p*), ktera lépe vystihuje skutetné energetické okno. Maximalni sitka
energetického okna spolu s hodnotou 95. percentilu a primérnou hodnotou pro

kazdy konformer je uvedena v tabulce 4.3.

Tabuka 4.3.: Sifky okna relativnich konformaé¢ni energii (A Enax) jejich hodnoty
na 95. percentilu (oboje v kcal'mol!) pro sety unikatnich konformeria ziskanych

systematickym samplingem.

Dipeptid AA AV VA AS SA
A Fnax 10.4 12.0 15.5 13.4 11.9
Q19/20 8.7 10.3 12.1 10.3 9.5

TA Al AD DA AF AH
15.6 13.5 15.1 13.5 14.6 18.1
12.8 11.0 12.2 10.3 11.8 11.0
AN \AY AQ v AE AK
14.6 15.1 17.1 17.3 17.5 19.9
11.4 12.2 12.7 13.9 13.2 12.5

Ziskané vysledky ukazuji, Ze maximalni energie roste s velikosti dipeptidu a
tudiz neexistuje nic jako univerzalni maximalni (,,cutoff) energie, ktera by byla

pro vSechny nebo alespon vyznamnou ¢ast studovanych dipeptidi stejna.
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Nasledné byly stejnym zptisobem vyhodnoceny i relativni energie konformert
pro podskupinu 6 reprezentativnich dipeptidi (zahrnujicich v8echny typy
postrannich tetézcti), kde vychozi konformery byly ziskany =z realnych
proteinovych struktur (databaze Top8000 [82] - vybér z Protein Data Bank) a
dale optimalizovan vySe popsanou metodikou (bez jakéhokoliv omezeni), stejné
jako v [82|. Ziskané hodnoty pak byly srovnany se stejnymi hodnotami
z piistupu systematického samplingu (tabulka 4.3), a srovnani je uvedeno v

tabulce 4.4., histogramy pak na obrazku 4.4.

Tabulka 4.4.: Srovnani konformacénich energetickych oken konformeri

vybranych dipeptidi ziskanych systematickym samplingem (s.s.) a z databéaze

Top&000.
Dipeptid A Fpax(s.s.) Quo/20(5.8.)  AFnax(Top8000)  Qu9/20(Top8000)
[kcal-mol-!| [kcal-mol-! [kcal'mol-!] [kcal'-mol-!]
AA 10.4 8.7 10.1 7.7
AV 12.0 10.3 8.8 7.3
AS 13.4 10.3 10.9 9.0
AD 15.1 12.2 12.5 8.9
AF 14.6 11.8 13.4 8.1
AK 19.9 12.5 17.6 10.7
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Obrazek 4.4.: Histogramy energii

samplingem a z Top8000. Prava plna ¢ara znazornuje zacatek histogramii,

znazoriuje 95. percentil (p%), pferuSovana primérnou hodnotu.
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Tabulka ukazuje, Zze nekonzistentni Sifka energetického okna se vyskytuje i u
konformert z realnych proteinovych struktur. Ze srovnani histogramu
konformert ziskanych systematickym pfistupem a konformert vzorkovanych na
zékladé realné se vyskytujicich dipeptidi je ziejmé, Zze energetické profily jsou
analogické, pouze ve druhém piipadé je konformeri méné (,,model prokaceného
lesa®). V zadném ze zkoumanych piipadii nepfesahuje sifka energetického okna
20 kcal'mol'!; pficemz po vylou¢eni 5 % odlehlych hodnot (Qig/20) se pohybuje
spise kolem 10 kcal-mol-L.

Ze srovnani naSich vysledka pro dipeptid AA (DFT-D3 metoda, COSMO-RS
solvatace) s obdobnymi vysledky z literatury pro tentyz dipeptid (model
explicitni vody) [73] je patrné, Ze histogram je v obou pfipadech podobny, coz
opét svéddi o relevantnosti ziskanych vysledki.

Protoze se zda, byt na omezeném vzorku dipeptidu, ze Sitka energetického okna
roste piiblizné linearné s po¢tem dihedralnich ahla (vizte obr 4.5.), je mozné
extrapolovat ziskand data pro vétsi dipeptidy (napt. DK, EQ & nejvétsi
existujici dipeptid RR) a ur¢it maximalni ,, cutoff* energii (jakoZto hranici, nad
kterou by se nemél vyskytnout zadny konformer zadného dipeptidu), jakozto
funkci po¢tu dihedralnich thlua (alias velikost dipeptidu). Tyto odhadnuté cutoff
energie mohou byt cennou pomitckou pro vyvijené konformacni samplovaci
algoritmy jako vylucovaci kritérium nerealistickych konformerti. Provedeny fit
ukazuje, ze odhadnutd maximéalni energie pro dipeptid o 14 dihedralnich thlech
(RR) je 36,5 kcal'mol'! a tuto energii by za platnosti linearni regrese nemél

prekrocit zadny realny dipetidicky konformer.
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Obrazek 4.5.: Korelace S$ifky konformacniho energetického okna dipeptidu

s poCtem jeho dihedralnich uhli.

4.4. Vliv typu postranniho fetézce na energie dipeptidu

Vzhledem k velmi rtizné povaze postrannich fetézcli aminokyselin a tedy jejich
predpoklddanému jinému chovéni v rdmci dipeptidu vyvstava otazka, nakolik a
jakym zptisobem zameéna postranniho Fetézce dipeptidu ovlivhuje jeho energii.
Za timto tcelem byly porovnany konformacéni prostory vSech dvojic
studovanych dipeptidi (pomoci skriptu z dodatku B), a to dle nésledujiho

postupu:

U kazdého konformeru dipeptidu X byly naméfeny ¢tyfi dihedralni thly
hlavniho tetézce. Nasledné byly tyto thly srovnany se ¢tyfmi dihedralnimi thly
kazdého konformeru dipeptidu Y, a byla spoc¢itana odchylka dihedrélnich tdhla

(r) jako:
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r= JQE - D+ (o — D+ W — WD+ (of 0P (19

Kde 1, @1, b2, @2 jsou dihedralni thly prvni a druhé aminokyseliny (brano od

N-konce) v dipeptidu.

Jako konformer dipeptidu Y nejpodobnéjsi ke konformeru dipeptidu X byl pak
prirozené vybran takovy konformer, ktery mél nejnizsi hodnotu odchylky 1.
Tento postup byl zopakovan pro vSechny konformery dipeptidu X, ¢imz vznikla
mnozina usporadanych dvojic {X;,Y;}. Nasledné byly z této mnoziny smazany ty
dvojice, kde se konformery X; a Y; lisi o vice nez 40° v kterémkoliv ze
srovnavanych thli (jakoZzto ,,vynucené* pfifazeni dvou konformert, které si sice
jsou z dané mnoziny nejpodobnéjsi, ale lisi se natolik, Ze nemé prakticky smysl
je porovnavat). Poté byla sestrojena vazena linearni regrese relativnich
konformac¢nich energii pro dvojice {Xj,Y;}, pfi¢emz jako vaha pro tuto regresi
byla zvolena prevracenda hodnota odchylky r a byl spoc¢itan korela¢ni koeficient

této regrese (obrazek 4.6.).

A R*=0937,9=0,563 k = 0,955 B R*=0,008,q=6433k=0,162

0 2 4 6 § 10 12 14
Energie Al [kcal/mol]

2 3 4 5
Energic VA [kcal/mol]

0.25 ps 09
144 17,5 1 .o 0.8
= 121 020 =150 0.7
Q [s] ; s
g g o
= 109 =125 0.6
g 0,15 g o ’
2, 81 = 10,0 1 0,5
% I o’ -
61 7.5 e —— 0,4
'Eﬂ 0,10 ) 7,5 — .
S g 50 -, 0.3
= o
21 0,05 25 ° ® . d : 0,2
01 0.0 ® oo 0,1

Obrazek 4.6.: Ukazky dvou korelaci energii konformert dipeptidia: AI/AV (A),
VA/DA (B).

Line4rni regrese mé tvar y = kx + q.
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Tento postup byl proveden pro takové dvojice dipeptidi, kde byla zarucena
podminka homomorfniho piifazeni (tedy aby byl vzdy vétsi set o vice prvcich
pfifazovan k mensimu setu jako G(M) — S(N) kde vzdy M > N), protoze
v opacném piipadé by dochazelo k ,vynucenym prifazenim“ 2z divodu

chybéjicich prvkia a tedy k uméle horsimu korela¢nimu koeficientu.

Vysledkem korela¢ni analyzy tedy byly linearni regrese (piiklady jsou na
obrazku 4.5) a ptislusné korela¢ni koeficienty pro kazdou uvazovanou dvojici.
Tyto koeficienty jsou shrnuty v obrazcich 4.7 a 4.8 pro vybrané ¢asti

(submatice) z ,,aplné‘ matice 17x17.
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AA AV VA AS SA AD DA Al IA
AA 0.67 0.69 079 046 003 0.09 0.60 0.52
AV 0.50 041 036 010 001 094 0.33
VA 046 025 0.09 0.02 044 0091
AS 0.48 005 0.02 040 0.34
SA 0.00 0.05 031 024
AD 0.04 0.08 0.10
DA 0.09  0.06
Al 0.27
IA
Obrazek 4.7.: Matice korela¢nich koeficientii pro podobnost dipeptidi

submatice odpovidajici permutaci aminokyselin.
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AA AV AS AD Al  AF AH AN AE AQ AK
AA 0.67 079 003 060 057 023 045 009 037 041
AV \ 041 010 094 045 016 036 008 054 031
AS \ 005 040 054 012 044 002 064 043
AD \ 008 002 007 007 002 006 007
Al \ 0.67 018 066 007 041 0.36
AF \ 055 065 004 034 039
AH \ 046 0.04 028 023
AN 0.03 063 044
AE 0.09  0.07
AQ \ 0.31
AK \

Obrazek 4.8.:

submatice odpovidajici zaméné jednoho postranniho fetézce.

Matice korela¢nich koeficienti pro podobnost dipeptidi -

7Z matice na obrazku 4.7. je patrné, ze korelacni koeficient zadné dvojice

dipeptidii s permutovanymi aminokyselinami (XY vs YX) neni blizky jedné, coz

znamenda, ze zameéna poradi aminokyselin v dipeptidu se na jeho energii

projevuje a tedy Ze prostd vymeéna postrannich fetézct na dipeptidu ma vliv na

jeho energii, ale tento vliv nemusi byt zasadni (jak ukazuji pripady AV vs VA,

Al vs IA).
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Matice na obrazku 4.8. pak ukazuje, ze vysledky z prace [77] plati v SirSim
kontextu, tedy Ze zména substituenti na {-uhliku je hlavni kritérium pro
energetickou podobnost konformerii — pfi zméné postranniho fetézce na (3-uhliku
se vyrazné zméni energie pii zachovani konfigurace hlavniho fetézce, a naopak
pfi velmi podobnych Fetézcich na (3-uhliku je zména mald (napiiklad AV a Al,
kde je okoli B-uhliku téméf stejné a zména probiha az na y uhliku) a to i

v piipadé dipeptidi s chranénymi konci a v prostiedi vody jakozto rozpoustédla.

7 obou matic je dale vidét, ze v pripadech AD, DA a AH je korela¢ni koeficient
blizky nule pro témér jakoukoliv korelaci, coz znamena, Ze ndboj na postrannim
fetézci dipeptidového fragmentu zasadnim zpusobem ovliviiuje a méni
konformaé¢ni prostor hlavni fetézce a mé vyrazny vliv na energii. Z tohoto
trendu mirné vyboc¢uje AK s primérnou hodnotou korela¢niho koeficientu 0,32,
coz je patrné zpusobeno charakterem postranniho fetézce lysinu — nabité
skupina se vyskytuje daleko od zbytku dipeptidu, tudiz se v bezprostiednim

okoli hlavniho Fetézce projevuje lysin jako nenabity fragment.

Aby byla tato hypotéza ovérena, bylo analyzovano, kolik procent z konformeru
dipeptidi AD, DA, AH a AK obsahuje vodikové vazby, a bylo zjisténo, Ze
zatimco u AK vodikovou vazbu obsahuje 16 % konformerii, v ostatnich
pripadech je to vice nez 30 % (vizte tabulku 4.5), coz vysvétluje odlisné chovéani

lysinu popsané vyse.

Tabulka 4.5: Procentualni zastoupeni konformeri s vodikovymi vazbami.

Dipeptid H-vazeb
AK 16 %
AH 31 %
AD 34 %
DA 35 %

69



Dale je vidét, ze polarni nenabité dipeptidy maji niz$i hodnoty korela¢niho
koeficientu s dalsimi nenabitymi dipeptidy, nicméné efekt neni tak vyrazny, jako
v pripadé naboje. Je tedy zfejmé, Ze charakter postranniho retézce ma vliv na
energii konformeru, a potazmo na konforma¢ni prostor hlavniho fetézce, a tento
vliv se uplatiuje u polarnich a zejména nabitych specii, a dale ze vliv ma také
zéména dvou postrannich fetézct v dipeptidu, ackoliv tento vliv neni tak

vyznamny.

4.5. Samplingové algoritmy Maestro LLMOD a PlainMD

Protoze systematické konformaé¢ni vzorkovani (sampling) vede k ziskéni tplného
konforma¢niho prostoru za cenu vice nez 95 % redundantnich vypocta, byla
zkouméana moznost efektivnéjstho samplingu, diky kterému by bylo dosazeno
stejného nebo velmi podobného vysledku za vynalozeni nizsi vypocetni ndmahy.
Pro tento ucel byly vybrany dva zpusoby samplingu — metoda (horké)
molekulové dynamiky (oznacovana zde zkréacené PlainMD) a samplingovy
algoritmus LLMOD, ktery je soucasti softwaru Maestro. Podrobnéjsi popis obou
lze nalézt v kapitole 2.2. a zpiisob provedeni v kapitole 3.1.

Vysledné poéty neredundantnich konformeri (po geometrické optimalizaci DFT

protokolem pouzitym v této praci) shrnuje tabulka 4.6.
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Tabulka 4.6.: Pocty vyslednych unikatnich konformeri po geometrické
optimalizaci DFT protokolem z vychozich seti generovanych pomoci LLMOD,

PlainMD a systematickym samplingem.

Dipeptid AA AV VA AS SA
PlainMD 71 79 72 94 90
LLMOD 33 32 26 60 69
syst. samp. 312 254 256 367 340
Al IA AD DA AF AH
212 217 105 97 101 124
116 70 75 55 39 60
839 828 444 470 360 430
AN \'A% AQ v AE AK
170 234 812 734 364 1965
104 47 289 207 198 407
821 773 2614 2669 1083 8891

V pripadé LLMODu je zfejmé, ze se v zddném piipadé nejednd o tplny
konformad¢ni prostor, ale tento sampling poskytuje v primeéru pouze kolem 10 %
stabilngjsich struktur o mensi relativni energii (a tedy i minim na hyperplose

potencialni energie), jejichz energeticky rozsah je uveden v tabulce 4.7.
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Tabuka 4.7.: Sii‘ky konforma¢niho energetického okna a hodnota na 95.

percentilu, (oboje v kcal'mol!) pro sety unikatnich konformeri ziskanych

samplingem LLMOD a PlainMD.

Dipeptid AA AV VA AS SA
LLMOD AFa 7.5 8.7 10.6 11.0 10.3
LLMOD Q19/20 6.7 6.9 6.7 9.5 9.2

MD AFE 7.7 11.1 11.9 12.7 11.4

MD Qi/20 6.4 7.8 8.4 8.9 9.0

IA Al AD DA AF AH
10.6 10.4 12.9 10.2 12.6 11.6
7.2 7.1 9.2 9.3 8.2 7.8
12.1 11.7 13.4 12.7 13.8 15.2
8.4 8.3 10.0 10.3 9.7 9.2
AN \AY% AQ v AE AK
10.1 10.2 11.1 14.3 15.1 14.5
6.3 6.8 8.0 9.8 10.9 9.7
12.4 10.8 12.3 15.0 17.1 15.2
7.8 8.7 9.1 11.2 12.5 11.2

LLMOD je tedy zcela nevhodny pro dosazeni tiplného konformaé¢niho prostoru,
ale 1ze ho s jistymi vyhradami pouzit pro rychlé a vypocetné nenaro¢né nalezeni

hlavnich regionii konformac¢niho prostoru.

Naproti tomu PlainMD sampling spojeny s naslednou geometrickou optimalizaci

poskytuje konformert vice, v priméru 25 % z poc¢ti ziskanych systematickym

samplingem. Energetické charakteristiky takto ziskaného konformacéniho
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prostoru jsou opét uvedeny v tabulce 4.7. Ze srovnani s energiemi konformert
ziskanych pomoci LLMOD a PlainMD je patrné, ze LLMOD nenachéazi nékteré
vySe energeticky polozené konformery, pravdépodobné diky podstaté jeho
fungovani. Ze srovnéni tabulky 4.7. s tabulkou 4.3. je pak zfejmé, ze PlainMD
sampling je blize vysledkiim né&ro¢ného systematického samplingu. V ramci
vySetieni, jaké jsou charakteristiky takto ziskaného konformac¢niho prostoru a
¢im se lisi od plného konformacniho prostoru, byly srovnény histogramy
konformac¢nich energii (zde pro piipady AA a AD, vizte obrazek 4.9.).
Histogramy jsou podobné, v obou piipadech bylo nalezeno globalni minimum.
Primérna hodnota energie se 1isi 1 kcal'mol?!, coz je zptusobeno jedinym
vyznamnéjsim rozdilem — v histogramu pfislusejicimu  PlainMD  chybi
vysokoenergetické konformery, coz je patrné zpiisobeno podstatou metod
molekulové dynamiky — p¥i ni muZe dojit i ke kroku s kladnou (nevyhodnou)
zménou energie, nicméné tento krok neni pravdépodobny a statisticky k nému
tedy dochézi vice v energeticky nizsich oblastech hyperplochy potencidlni

energie.
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]J, _ 4’4 : p% — 6,9 ll.‘ll I“'l .

0246810121416
Rel. energie [kcal/mol]

S
[ ]

Pocet Konformeru
—_
° o

<

-1

)
>
- Pocet Konformera

=
|
g}
=}
3
I
—_
]
o

L=206,7;p»=100

o

02 4 6 8 1012
Rel. energie [kcal/mol]

Obrazek 4.9.: Srovnani histogramt konformac¢nich energetickych oken pro
dipeptidy AA a AD pro systematicky sampling a pti vyuziti PlainMD samplingu.
Konformery o relativnich energiich cca 1-2 kcal'mol! v histogramu chybi,

protoze byly vyhodnoceny jako redundantni s konformerem v globalnim minimu.
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Ze srovnani Ramachandranovych diagramt obou aminokyselin obou dipeptidii
z PlainMD a systematického samplingu (obrazek 4.10.) je pak patrné, Ze
v8echny hlavni regiony (o-helix, B-list, dalsi regiony) jsou populované, takze
PlainMD  neobsahuje  systematickou  chybu  (jinou nez  pominuti
vysokoenergetickych —konformert zminéné vySe), ale nenalezlo vSechny
permutace ¢i variace povolenych hodnot dihedralnich dhli. PlainMD sampling
lze tedy pouzit pro nalezeni globéalniho minima, s omezenim pak i ke zjisténi
§itky energetického okna daného oligopeptidu a k zjisténi, kde se nachéazeji
hlavni populované regiony na Ramachandranové diagramu.

Vysledkem tedy je, Ze ani jeden ze zkoumanych konformacnich samplovacich
algoritmti neposkytuje ani pfibliZznou aproximaci tuplného konformacniho
prostoru, oba jsou spolehlivé toliko pro nalezeni nejvyraznéjsich energetickych

minim.
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Obr 4.10.: Srovnani Ramachandranovych diagramu dipeptidi AA a AD pro

systematicky sampling a pti vyuziti PlainMD samplingu.

4.6. Moznosti indukénich krokt mezi oligopeptidy

Po zmapovani aplnych konformacnich prostorit vSech aminokyselin a vybranych
dipeptidi (vizte kapitoly 3.1.1. a 3.1.2.) byl proveden pokus o odvozeni

indukénich krokti mezi konformac¢nimi prostory aminokyselin a dipeptidi,

s cilem predpovédét konformacéni prostor dipeptidu na zakladé znalosti

konformac¢nich prostorit vychozich aminokyselin, pfipadné jednodussiho
(pfibuzného) dipeptidu. Pro tento ucel byly vybrany aminokyseliny alanin a
valin a dipeptidy AA a AV a otazka znéla — je mozné pomoci relativné levné

ziskanych sett unikatnich konformert A, V a AA (81, 729 a 6561 vychozich
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konformerti) predpovédét konformadni prostor AV, jinak ziskany relativné draze
(19683 vychozich konformeri)? Duvod pro tuto volbu je, Ze se jedné o (v ramci
oligopeptidii) velmi podobné struktury, tudiz jakékoliv indukéni kroky lze
predpokladat spiSe mezi témito strukturami, nez v pripadé velmi nepodobnych
oligopeptidii.

Nejprve byla prozkoumana moznost, jestli je mozné konformacéni prostor
dipeptidi ,,slozit* z konformac¢nich prostorti odpovidajicich aminokyselin — tedy
zda konformacni prostory AA a AV jsou ,direktnim souc¢tem* konformacnich
prostoru dvou A, respektive A a V. Bylo zjisténo, Ze konformac¢ni prostor
dipeptidu nelze timto zpusobem v zZadném pripadé ziskat, protoze pro nékteré
kombinace vyslednych tuhli hlavniho fetézce dipeptidi neexistuje ekvivalent
v pfipadé aminokyselin — konforma¢ni prostory A a V jsou podmnozinou
konforma¢niho prostoru AV a konformacni prostor A je podmnoZzinou
konformac¢niho prostoru AA, ale zbytek této mnoziny nelze timto zpusobem
najit.

Tento fakt je nahlédnutelny uz ze samotnych poc¢ti konformert: V piipadé
alaninu je ve vysledném setu 7 konformert, tedy pocet jejich variaci s
opakovanim (a zaroven pocet takto predpokladanych konfomert AA) je 49, ale
skute¢ny pocet konformerii je 312, tedy vice nez Sestkrat tolik. Ve zbylych dvou
pripadech je vysledek podobny. Tento vysledek je ocekavatelny, protoze
v piipadé aminokyseliny neni zadné& interakce s dalsimi c¢astmi uvazovaného
dipeptidu, jehoz by byla soucésti, a tedy tyto interakce nelze nijak odvodit.
Nasledné bylo zjisténo, ze obdobné konformaéni prostor hlavniho fetézce AV
neni podmnozinou konformacéniho prostoru AA a nelze jej tedy ziskat jakoukoliv
metodou systematického vybéru spravnych kombinaci dihedralnich dhla
konformert AA.

Proto byly dale zkoumany moznosti vyuziti vychozich dihedralnich dhla - tedy
zda lze z mensich rezidui (napf. A a V) vybrat unikatni a vysledné (finalni)

konformery, nakombinovat jejich ptvodni dihedralni thly, ¢éimz vytvorit
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dipeptid, zoptimalizovat takto vytvorené dipeptidové struktury, a ziskat tak
konformac¢ni prostor vétsich rezidui (napt. AV). Nejprve byly pro vSechny
findlni konformery A, V, AA, a AV naméfeny dihedralni thly hlavniho Fetézce
jejich vychozich struktur (tedy struktur ve stavu predtim, nez byly podrobeny
vypocetnimu protokolu z kapitol 3.1.1. a 3.1.2.). Nésledné byly porovnany sety
téchto vychozich dihedralnich thli mezi aminokyselinou a dipeptidem, ktery ji
obsahuje (A vs AA, Vvs AV, A vs AV — v téchto pfipadech se u AV
srovnavalo alaninové reziduum s alaninem a valinové s valinem), a také mezi

obéma dipeptidy (AA vs AV).

V pripadech A vs AA, Vvs AV a A vs AV bylo vzdy zjisténo, Ze spojenim
vychozich dihedralnich thli jednotlivych aminokyselin nedojde k nalezeni vSech
vychozich dihedréalnich dhlt unikatnich konformeru dipeptidu, tedy Ze nalézt
timto zpusobem pouze konformery, které po optimalizaci povedou k vyslednému
setu unikatnich konformerd, neni mozné. Jinymi slovy, pokud bychom pouzili
vychozi hodnoty dihedralnich hla k tomu, abychom utvorili vSechny jejich
permutace jako dihedralni thly dipeptidu, tak vysledné (zoptimalizované)
konformery nedéavaji dostate¢ny konformacni prostor. Zavérem tedy je, Ze
indukéni krok, ktery by 2z konformac¢nich preferenci aminokyselin odvodil

konformacni preference dipeptidii nelze jednoduse provést.

V pripadé dipeptidi AA a AV byly opét srovnavany mnoziny vychozich
dihedralnich thla hlavniho Fetézce, a to pro obé N-terminalni alaninové rezidua.
Bylo zjisténo, ze ackoli vysledné konformery AV vznikly optimalizaci z mnoziny
vychozich konformerii, kterd obsahuje vSech 81 vychozich kombinaci
dihedralnich dhli pro alaninové reziduum, pro AA v takové mnoziné 5

kombinaci chybi, vizte obrazek 4.11.
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Obrazek 4.11.: Chybéjici kombinace vychozich dihedralnich twhli hlavniho

fetézce pro N-koncovy alanin v AA (modfe).

Tento vysledek znamena, Ze konformad¢ni prostor AV nevznikl z mnoziny, ktera
je podmnozinou vychoziho konforma¢niho prostoru AA, ale vice versa. Na
zékladé tohoto zjisténi tedy neni mozné provést ani indukéni krok mezi dvéma
dipeptidy se zédménou postranniho Tfetézce, a to pravdépodobné v zadném
pripadé, protoze si lze jen tézko predstavit, Ze by tento postup fungoval
v piipadé komplexnéjsi zmény, kdyz neni mozny ani pro postranni retézce
alaninu a valinu. Tento zavér je tedy dalsi ukazka toho, Zze Floryho hypotéza
izolovaného paru obecné neplati, coz je ve shodné s dosud publikovanou
literaturou (23], [24].

Zavérem tedy jest, konformacni prostor oligopetidovych rezidui v proteinu
ovliviiuji jak dlouhodosahové, tak kratkodosahové interakce, a indukcéni kroky
jak typu n — n+1, tak typu n — n° nelze jednoduSe provést tak, aby byl

konformad¢ni prostor spolehlivé uplny.
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2Aaver

V ramci této prace jsem se pokusil vySetfit konformac¢ni chovani a preference
kratkych peptidovych fragmenti teoretickym studiem, pomoci vypocetnich
metod zaloZenych na teorii hustotniho funkcionalu s disperzni korekci. K
problému jsem pfistoupil jako k pokusu o ab initio p¥istup z postupné vystavby
z mensich fragmentt k fragmentim vétsim, tedy snazil jsem se o co nejuplnéjsi
mapovani konformac¢niho prostoru oligopeptidi a nalezeni pravidel ¢ trenda pro

tyto prostory.

Celkem jsem provedl pfes 2 miliony geometrickych optimalizaci a energetickych
vypo¢ti na vykonnych vypocetnich klastrech o celkové narocnosti pires 1
milionu jadrohodin. Celd prace vyzadovala velmi dukladné a pokrocilé
skriptovani z hlediska pripravy vypoc¢tu i evaluace, aby bylo mozné vSechny

vypocty i celé nésledné vyhodnoceni viibec dokonéit v myslitelném case.

Vysledky ukazuji, Zze nejvyznamnéjsim ¢initelem na ovlivnéni jak konformacéniho
prostoru, tak poctu konformerti, ktery tento konformacni prostor definuji, je
naboj na postrannim Tfetézci oligopeptidu, respektive elektrostatické interakce
s nim souvisejici. Dalsimi dulezitymi faktory pro konformac¢ni prostor jsou
elektronegativni atomy (z hlediska tvorby vodikovych vazeb) a hybridizace na
uhlikovych atomech postrannich fetézcti. Samotné konformacéni sety podobnych
oligopeptidii spolu souvisi, ale neexistuje jednoduchy zptsob, jak z jednoho
odvodit podobu jiného. Nasledkem toho také neni mozné udélat jednoduchy

indukéni krok mezi oligopeptidy stejného ani rizného radu.

Ziskané sady dat jsou presto cenné, protoZe nejsou pouhou aproximaci, nybrz
témér Uplnym konformac¢nim prostorem, a mohou byt dale podrobeny
podrobnéjsi analyze na pokrocilejsi tirovni, napfiklad vyuzitim strojového nebo

hlubokého uceni.
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Dale tato prace potvrzuje velmi omezenou platnost Floryho hypotézy
izolovaného péru, tedy Ze sousedni aminokyseliny v ramci proteinu ovliviuji

jeho konformaéni prostor a jeho energii.

Zavérem lze Tici, ze bylo dosazeno cili této diplomové prace, a konstatovat, ze
lepsiho predikovani konformac¢niho prostoru peptidovych rezidui muze byt
dosazeno pozorovanim chovani pii zménach na nizsi drovni, napiiklad tak, Ze se
budou porovnavat zmény konformacnich prostori po nahrazeni vodiku

methylem, methylu karboxylem, a podobné.
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Dodatek A

Algoritmus pro odstranéni redundantnich konformeri

Principem tohoto algoritmu je rozdéleni N-rozmérného konformacéniho prostoru
(kde N je poCet dihedralnich uhla a kazda z N os nabyvéa hodnot -180° az 180°)
na identické buiiky o rozméru (20°)N, tedy N-rozmérné buiiky o hrané 20°, které
budou reprezentovany pravé jednim konformerem, a to takovym, ktery ma

z konformerii v této bufice nejnizsi energii.

Vstupnimi daty pro tento algoritmus jsou tedy seznam dihedralnich thla
jednotlivych konformerti sefazenych podle stoupajici relativni energie (jako
prvni argument) a samostatny soubor téchto energii (jako druhy argument),

vizte nize:

AV1000 -78.5610854762 -20.3754982038 -154.953153502 171.502155885 0
166.416727278 0.1985
AV100 -153.030100734 164.713562821 -70.2589958929 -29.1738474916 - 0.23664
51.7489786304 0.25922

AV1001 63.083828065 21.752622515 -84.4465362837 152.476577972 52.5402936967 0.26454
AV1002 -61.4284491495 128.019364916 64.8832552534 21.1914919491 -
143.69259695

AV1003 -79.0428780363 -20.1278130225 -155.489388469 172.443056138 -
158.824558229

Kde thly jsou v potadi {1, @1, a2, G2, %1, ¥2.... Yn, tj. prvai ¢tyfi hodnoty thli

vzdy se tykaji hlavniho Tetézce.
Samotny skript algoritmu je uveden nize:

#!/usr/bin/python

# Import pouzivanych knihoven
import numpy as np

from sys import argv
import string as s

# Definice poli pro data

pole = [[]]
dih = []
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names = []
# Naplnéni pole dihedralnimi uhly
with open(argv[1l]) as file:
for line in file:
1 = line.strip().split()
dih.append(1[1:])

names.append(1[@])
# Definice pole r
pole = dih
r =[]

# Zaokrouhleni dohedrdlnich (hld na nasobky dvaceti
for line in pole:
Ir = []
for angle in line:
y = (round((float(angle)/20), 0))*20
# Nahrazeni 180 misto 180,
if y == -180 :
y = 180
# Naplnéni pole r
1r.append(y)
r.append(1lr)
# Import souboru energii (serazenych od nejnizsi) a jeho nacteni do pole
energie
energies = []
with open(argv[2]) as file:
for line in file:
1 = line.strip().split()
energies.append(float(1[0]))
# Definice pole x, které je nasledné naplnéno nulami o délce pole r
x =[]
for j in range(9, len(r)):
X.append(9)
# Pro kazdy radek v poli r (kazdou kombinaci dihedrdlnich uhld) hledani ve
vSech radcich pod nim
for j in range(9, len(r)):
if x[j] '= 1:
for g in range(j+1, len(r)):
# Pokud jsou stejné dihedrdlni uhly, je nula v radku
g v poli x nahrazena jednotkou aje tak oznacen redundantni
konformer.
if r[j] == r[g] :
x[g] =1

# Konecné jsou vSechny radky s danou kombinaci uhl( a nejnizs$i energii
(oznacené jednickou) vytistény
for j in range(@, len(r)):
if x[j] !'= 1:
print names[j],

.join(dih[j]), energies[]j]
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Dodatek B

Algoritmus pro nalezeni nejpodobnéjsiho dipeptidu

Tento algoritmus hled& pro jednu kombinaci dihedralnich thli hlavniho fetézce

v daném seznamu kombinaci, kterd je té pivodni nejpodobné&jsi. Podobnost

pritom vyhodnocuje na zakladé odchylky, jak bylo nastinéno v kapitole 4.3.

Nepreferuje zadny tuhel, vSechny maji stejnou vahu. Zaroven ze separatnich

souborii vezme i hodnoty energie a vytiskne je spolu s obéma kombinacemi

dihedralnich thla a hodnotou odchylky, jako soucast vystupu.

Vstupnimi daty pro tento algoritmus jsou tedy seznamy dihedralnich thla

jednotlivych konformerti sefazenych podle stoupajici relativni

energie a

rozdélené na dva Fadky, a samostatné soubory energii (jako druhy argument),

vizte nize:

AI_8008_01 ALA -74.40566 -11.204214 0

AI_8008_01 ILE -102.5449754 8.3965659 61.0415847 -65.3950527 167.1268688 0.45256
AI_2027_01 ALA -74.236405 -11.5465239 0.35434
AI_2027_01 ILE -104.4966159 10.171733 59.8493878 -66.484209787 165.6110758 0.34532
AI_7187_01 ALA -74.939128676 -9.99390050925 0.63894
AI_7187_01 ILE -102.0785712 7.5941869 60.4835944 -65.88095302 166.3693498 0.53488
AD_1277_10 ALA -161.152846346 167.802284918 0

AD_1277_10 ASP -151.57338052 175.6971103 -163.812988334 158.568007149 0.09726
AD_3742_11 ALA -125.289380657 13.0016552495 0.14526
AD_3742_11 ASP -156.592535552 175.488006091 -165.702240877 161.16361942 0.31818
AD_8126_12 ALA -117.087919133 9.40778341419 0.44156
AD_8126_12 ASP -157.427555544 175.46254025 -165.521916136 160.507436775 0.41845

Samotny skript je opét uveden nize:

#!/usr/bin/python
# Import pouzivanych knihoven

from sys

import argv

from math import pow, sqrt, sin, cos, radians

83




# Nacteni obou souborll dihedrdalnich Ghld i energii do prislusnych poli
pep2_databasel = []
with open(argv[1l]) as file:
for line in file:
1 = line.strip().split()
pep2_databasel.append(1)
pep2_energiesl = []
with open(argv[2]) as file:
for line in file:
1 = line.strip().split()
pep2_energiesl.append(1l)
pep2_database2 = []
with open(argv[3]) as file:
for line in file:
1 = line.strip().split()
pep2_database2.append(1)
pep2_energies2 = []
with open(argv[4]) as file:
for line in file:
1 = line.strip().split()
pep2_energies2.append(l)
# Pro prvni set konformerl jsou definovanyproménné best_dist a best2 for i in
range(@, len(pep2_databasel), 2):
best2 = 0
best_dist = 999999999

# Pro druhy set konfromerd je nejprve zruSena periodicita uhll pomoci fci
sin a cos, a nasledné vypocitana odchylka (new dist) pomoci funkce sqrt()
for j in range(©,len(pep2_database2), 2):
suml = ©
for k in range (2,4) : suml +=
pow(sin(radians(float(pep2_database2[j][k])))-
sin(radians(float(pep2_databasel[i][k]))),2) +
pow(cos(radians(float(pep2_database2[j][k])))-
cos(radians(float(pep2_databasel[i][k]))),2)
for k in range (2,4) : suml +=
pow(sin(radians(float(pep2_database2[j+1][k])))-
sin(radians(float(pep2_databasel[i+1][k]))),2) +
pow(cos(radians(float(pep2_database2[j+1][k])))-
cos(radians(float(pep2_databasel[i+1][k]))),2)
new_dist = sqrt(suml)
if new_dist<best_dist :
# Pokud je nalezen podobnéjsi dipeptid, ulozi se jeno
oznaceni
Best2 = j
# a nova (mensi) hodnota odchylky
best_dist=new_dist
# Nakonec se vSechny kombinace podobnych dipeptidld vytisknou:
print
pepé_databasel[i][@],pep2_databasel[i][2],pep2_databasel[i][3],pep2_databasel
[i+1]

84



[2],pep2_databasel[i+1][3],pep2_energiesl[i/2][0],pep2_database2[best2][0],pe
p2_database2[best2][2],pep2_database2[best2][3],pep2_database2[best2+1][2], pe
p2_database2[best2+1][3],pep2_energies2[best2/2][0],float(pep2_energies2[best

2/2][0]),float(pep2_energiesl[i/2][@]),best_dist

85



Dodatek C

Ptehled postrannich fetézcii zékladnich proteinogennich

aminokyselin

Ptfevzato a upraveno z [89]
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Seznam zkratek a symboli

o Polarizabilita

F Intenzita elektrického pole

€ Dielektricka permitivita

Pind Indukovany dipélovy moment

D Permanentni dip6lovy moment

q Naboj castice

¢, @, ¥ Dihedralni thly proteinové struktury

BOA Bornova-Oppenheimerova aproximace

CC Sprazené klastry (Coupled Clusters)

CI Konfigura¢ni interakce (Configurational Interaction)

COSMO Conductor-like Screening Model

COSMO-

RS Conductor-like Screening Model - Realistic Solvation
CryoEM Kryogenicka elektronova mikroskopie

DFT Density Functional Theory (Teorie hustotniho funcionélu)
FF Force Field (Silové pole)

GB/SA Generalized Born/Solvent accesible surface area

Generalized Gradient Aprox. (Aproximace zobecnéného
GGA gradientu)
HF Hartree-Fock
LDA Local Density Approximation (Aproximace lokalni hustoty)
LLMOD Large-Scale Low-Mode

MC Monte Carlo

MD Molekulova dynamika

MM Molekulova mechanika

NMR Nuklearni magneticka resonance

QM/MM Kvantova mechanika/Molekulova mechanika
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