Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Chemie

Studijni obor: Medicinalni chemie

Magdaléna Nejedla

Molekulové simulace acidobazického chovani oligopeptidd
Molecular simulations of acid-base properties of oligopeptides

Bakalarskéa prace

Vedouci prace: RNDr. Peter KoSovan, Ph.D.

Praha, 2022



SrdeCné podékovani patfi Petrovi KoSovanovi za pomoc, obétovany Cas a potfebné
konzultace. Déle dékuji Pablu Blancovi za poskytnuti peptidové knihovny a pomoc v
programatorské Casti prace. V posledni fadé dékuji svému pfiteli, ktery mél se mnou
trpélivost a po cely ¢as mi byl oporou.

Prohlasuiji,

Ze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloZena k ziskani
jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 7.1.2022 Magdaléna Nejedla




Abstrakt

Acidobazické vlastnosti molekul jsou dilezité ve vSech oblastech chemie a biochemie.
Napfiklad spravné fungovani proteinli a peptidll, které jsou obsaZeny ve vsSech Zivych
organismech, je silné zavislé na konkrétni hodnoté pH. Kromé toho, vlastnosti réiznych
“chytrych” pH-responzivnich supramolekularnich systéml zavisi na acidobazickych
vlastnostech funk&nich skupin, jez obsahuji. Na rozdil od jednoduchych kyselin a zasad,
acidobazické chovani molekul, které obsahuji vice kyselych a bazickych skupin, se vyrazné
odchyluje od idealniho chovani, které Ize pfedpovédét z Henderson-Hasselbalchovy rovnice.
Proto je potfeba mit k dispozici teoreticky model, ktery umozni pfedpovédét acidobazické
vlastnosti téchto molekul bez nutnosti provadéni slozitych a financné néaro€nych
experimentl. Cilem naS$i prace je ovéfeni vhodnosti pouZziti zjednodusenych modell pro
predikci acidobazického chovani peptidd pomoci molekulovych simulaci. Pfedchozi studie
naznacCuji, Zze simulacni modely s atomistickym rozliSenim predikuji acidobazické chovani
kratkych peptidl ve velmi dobré shodé s experimenty. Zjednodusené modely jsou méné
narocné na vypocetni €as, Ize ovSem predpokladat, Ze budou poskytovat srovnatelné dobré
predikce jako atomistické modely. V této praci srovhavame simulace vybranych peptidovych
simulacemi pomoci atomistickych modelll. NaSe vysledky potvrzuji hypotézu, Zze
zjednodu3ené modely predikuji stuperi ionizace jednotlivych funk&nich skupin ve shodé s
NMR experimenty, kterd je srovnatelnd Ci dokonce lepSi nez shoda atomistickych simulaci
se stejnymi experimenty.

Klicova slova: kyselina, baze, peptid, simulace, pH



Abstract

The acid-base properties of molecules are important in all areas of chemistry and
biochemistry. For example, the proper functioning of proteins and peptides, which are
contained in all living organisms, strongly depends on the pH value. In addition, the
properties of various "smart" pH-responsive supramolecular systems depend on the
acid-base properties of the functional groups they contain. Unlike simple acids and bases,
the acid-base behavior of molecules containing multiple acidic and basic functional groups
deviates significantly from the ideal behavior that can be predicted from the
Henderson-Hasselbalch equation. Therefore, it is necessary to have a theoretical model that
allows predicting the acid-base properties of these molecules without the need to perform
complex and costly experiments. The aim of our work is to verify the suitability of using
simplified models for predicting the acid-base behavior of peptides using molecular
simulations. Previous studies suggest that simulation models with atomistic resolution
predict the acid-base behavior of short peptides in very good agreement with experiments.
Simplified models are less computationally intensive, but it can be assumed that they
provide comparably good predictions as the atomistic models. In this work, we compare
simulations of selected peptide sequences using two types of simplified models with NMR
experiments and previous simulations using atomistic models. Our results confirm the
hypothesis that the simplified models predict the degree of ionization of individual functional
groups, yielding an agreement with NMR experiments, which is comparable or sometimes
even better than the agreement of atomic simulations with the same experiments.

Key words: acid, base, peptide, simulation, pH
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Cil prace

Cilem prace je ovéfeni vhodnosti zjednoduSenych simulaénich modell pro predikci
acidobazického chovani peptidi obsahujicich rizné kombinace kyselych a bazickych
skupin.

1 Uvod

1.1 Motivace

Stav ionizace oligopeptid(l a vSeobecné peptidl je zasadni v biochemickych procesech, kde
fada peptidd funguje jako tzv. biokatalyzatory. U t&chto latek je ionizacni stav zasadni pro
jejich funkci. Rada proteind se v medicing vyuziva jako léCiva (transportni proteiny Ci
inhibitory rlznych neZadoucich procesd). Av8ak v Zzivych organismech je pfisné
kontrolované pH, a tim padem je dilezité pochopit acidobazické chovani peptidl pfi rizném
pH.

U takto slozitych systémd, jako jsou peptidy, nelze acidobazické chovani sledovat pomoci
jednoduchych teoretickych modell. Proto se ke studiu dané problematiky pouZivaji
molekulové simulace.

V literatufe jsme zjistili, Ze simulace molekulovych systém( byly provedeny pomoci
vypocetné velice nadroCnych metod, které poskytovaly v ramci odhadované chyby shodné
vysledky s experimentem. My si ovSsem klademe otdzku zda miZeme tyto systémy (z
pohledu acidobazického chovani) studovat pomoci jednodussich simulac¢nich model(, které
by ovSem poskytovaly stejné spolehlivé vysledky jako modely sloZit€jsi, ovSem za znacné
kratSi vypocetni €as.

1.2 SoucCasny stav poznani

1.2.1 Acidobazické rovnovahy

Dle Bronstedovy teorie je kyselina latka odStépujici proton ve vodnim roztoku za vzniku
oxoniovych iont(

. - )

Slab4 kyselina se pak vyznaCuje tim, Ze je disociovana (ionizovana) pouze ¢ast molekul
daného systému.

PFi pH pKa je rovnovaha posunuta vyrazné smérem doleva (asociace slabé kyseliny) z
ddvodu vysoké koncentrace oxoniovych ( 5 +) iontl v systému - kyselina ma pak tendenci

koncentraci oxoniovych iontll v systému sniZovat jeji asociaci s témito ionty. PfipH  pKaje
rovnovaha naopak posunuta vyrazné doprava (disociace slabé kyseliny).



Aktivita jiz zminénych oxoniovych iontd vyjadiena ve formé& zaporné logaritmické Skaly se
oznacuje jako pH roztoku

= - (9 ()

3

Aktivitu oxoniovych iontd lze vyjadfit také jako soudit relativni koncentrace a aktivitniho
koeficientu [3]

3 3 3 (3)

woo=p o+ () )

3 3

Baze je latka proton pfijimajici. Definice slabé baze je analogicka k definici slabé kyseliny.
+ L0 5)

Dle rovnice (1) se zavadi rovhovazna konstanta , ktera je definovana

[0, (6)

Z ddvodu vysokého nadbytku vody Ize jeji koncentraci povazovat za konstantni a zahrnout ji
do rovnovazné konstanty. Tim vznika nova, tzv. disocia¢ni konstanta

[0, (7)

Z rovnice (7) mizeme odvodit vztah pro Henderson-Hasselbalchovu rovnici (8), ze které je
mozné ziskat pomér disociované a nedisociované formy konkrétni kyseliny pfi dané hodnoté
pH

= + ([__]) (8)

Stupen ionizace slabé kyseliny ndm vyjadfuje podil disociované formy kyseliny

gLl (©)

Gibbsova volna energie disociace ionizovatelné skupiny se sklada ze tfi prispévkd -
idedlniho, standardniho a vnéjSiho. Idedlni pfispévek k volné energii A  zavisi na

koncentraci kyseliny (Ci zadsady), standardni pfispévek A  na jeji pKa a vnéjSi prispévek

A nainterakci mezi atomy.



A =A +A +A (10)

A= = (11)

Interakce mezi jednotlivymi ionizovatelnymi skupinami na oligopeptidu se vyrazné liSi od
chovani ideéalniho systému. V pfipadé idealniho chovani se zanedbavaji mezimolekulové
interakce a také interakce mezi jednotlivymi ionizovatelnymi skupinami uvnitf molekuly. V
pripadé oligopeptidd jsou jednotlivé ionizovatelné skupiny umisténé v kratké vzdalenosti od
sebe a tudiz nelze jejich interakce zanedbat. Odchylky acidobazického chovani u
oligopeptidll od idealniho chovani se zvy3uji se zvysujicim se poétem ionizovatelnych skupin
na oligopeptidu. Tyto odchylky nelze popsat ani aproximacemi jako napf. Debye-Hlckelovou
¢i Mclnnesovou aproximaci. To z dlvodu, Ze pfi odvozovani téchto vztahl plati
zjednodusujici pfedpoklad, Ze mezi ionty v roztoku plati pouze Coulombickeé interakce. V
naSem pripadé vSak zahrnujeme také dalSi interakéni potencidly - harmonicky Ci
Lennard-JonesUv potencial.

V dnesni dobé se na sledovani acidobazického chovani peptidd vyuzivaji rizné softwary.
Napfiklad proteinova kalkulacka pepKalc dostupna na internetu &i rlizné simulacni programy.

PTi studiu chovani molekul obecné se také hojné vyuzivaji molekulové simulace, pfedevsim
molekulova dynamika.

1.2.2 Peptidy

VSeobecné peptidy jsou latky obsahujici dva nebo vice aminokyselinovych zbytk({ spojenych
peptidovou vazbou. Oligopeptidy jsou poté peptidy slozené z dvou az deseti
aminokyselinovych zbytka.

Poradi aminokyselin v sekvenci peptidd se zapisuje od tzv. N-konce k C-konci. Prvni
aminokyselina tim padem ma volnou aminoskupinu na alfa-uhliku aminokyselinové kostry a
zaroven poskytuje svou alfa-karboxylovou skupinu do peptidové vazby s dalsi
aminokyselinou v pofadi. Posledni aminokyselina (na C-konci) ma volnou karboxylovou
skupinu. [2]

Pfi laboratorni pfipravé peptidli poZadujeme, aby syntetizovany peptid mél konkrétni délku a
pofadi aminokyselin. To se fesi tzv. chrdnénim karboxylovych ¢i aminoskupin. Karboxylové
skupiny se Casto pfevadi na methylestery €i benzenestery a aminoskupiny se obvykle chrani
na tzv. BOC-derivaty ((terc-butoxykarbonyl)amidy). Peptidova vazba se poté vytvafi reakci
aminokyselin s chranénymi skupinami s N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem (DDC). DDC
prevadi karboxylovou kyselinu na reaktivni acyla¢ni Cinidlo, to dale pak podléha nukleofilni
acylové substituci pfi reakci s aminem [5].

Rada aminokyselin obsahuje postranni fetézce s disociovatelnou skupinou - napr. kyselina
asparagova, kyselina glutamova ¢i tyrosin. Kyselina asparagova a kyselina glutamova patfi
mezi polarni kyselé aminokyseliny, které maiji disociovatelny vodik z karboxylové skupiny na
postrannim fetézci. Tyrosin je aromaticka aminokyselina obsahujici disociovatelny vodik na
hydroxy-skupiné vazané na aromatickém jadre.



Stupeni ionizace jednotlivych ionizovatelnych skupin na postrannich fetézcich je ovlivnén
jeho okolim, pfevazné jeho bezprostfednim okolim. Pokud je napfiklad silné bazicka skupina
v blizkém okoli slabé kyselé skupiny, ovlivni to reak&ni rovnovahu disociace slabé kyseliny
(1) a posune tuto rovnovahu smérem k ionizované formé kyseliny. Pokud je ovSem
ionizovatelna skupina - napfiklad slaba kyselina - umisténa mezi dvéma slabymi kyselinami,
ionizace je v tomto pripadé potlacena z dlivodu odpuzovani zapornych nabojd.

Tabulka 1: Zkratky aminokyselinovych rezidui a funk&nich skupin pouzivanych v
této praci a pKa hodnoty ionizovatelnych skupin na postrannich fetézcich. [13]

Nazev Zkratka pKa
Alanin Ala A -
Glutamova kyselina Glu E 4,25
Glycin Gly G -
Histidin His H 6,00
N-konec - n 8,0

C-konec - c 3,6

Je potfeba zminit, Ze zkratky “n” a “c” (viz Tabulka 1) pro jednotlivé konce peptidu nejsou
standardnimi zkratkami. AvSak si je zavadime v této praci z dlvodu explicitniho oznaceni
jednotlivych konct sekvence. Napfiklad sekvence nGHAEGc ma na n-konci glycin sousedici
s histidinem a na c-konci glycin sousedici s kyselinou glutamovou.

1.3 Molekulové simulace

Nejprve je tfeba nastinit rozdil mezi experimentem, analytickou teorii a zjistit, jaké je
postaveni pocitacovych simulaci mezi témito pojmy.

Experiment je pozorovani a méfeni rdznych veli¢in daného systému (jako je napfiklad tlak,
teplota apod.). Narozdil od experimentu, analyticka teorie se shazi nalézt matematické
rovnice popisujici experimentalné pozorovatelné veli€iny a vztahy mezi nimi. Tyto rovnice
vSak pracuji vZzdy se znaénymi zjednodusenimi z diivodu neideality systémd, pro které dané
matematické vztahy hledame.

V pocitatovych simulacich nelze vypocty provadét analyticky. To z ddivodu, Ze stav molekuly
zavisi pouze na tom predchozim stavu a tim padem vypocet konkrétni veli€iny v libovolném
¢ase nelze zapsat pouhym vzorcem.

Principem numerickych metod je diskretizace proménnych, kdy spojitou fadu promeénnych
nahradime diskrétnimi hodnotami. Nezavisle proménnou si zvolime €as t a vzdalenost mezi
dvéma sousednimi hodnotami t nazveme Casovy krok h dle rovnice (12). [6]

= - (12)

+1



Novy stav Céstice Ize vypocitat z pfedchoziho stavu. Pokud pocitame pouze jeden novy
stav, tak se jedna o jednokrokovou metodu, jejiz nejjednodusSim prikladem je Eulerova
metoda - viz rovnice (13). [7]

ax) = B2 = 1) = X () (13)

X(1) = X ()0 + x(1;) (14)

Eulerova metoda (konkrétné rovnice (14)) je patrna u metody leap-frog, coz je ekvivalentni
Uprava Verletovy metody (viz kapitola Molekulova dynamika).

1.3.1 Statisticka mechanika

Kazdy systém sloZeny z molekul se mlZze nachazet v rliznych mikrostavech, ktery je
charakterizovan konkrétnimi stavy jednotlivych ¢astic v systému. Téchto mikrostavd je velice
mnoho, avSak je jich konecné mnozZstvi. Okamzitd hodnota né&jaké konkrétni veliiny pro
jednu molekulu fluktuuje v ¢ase. MizZeme si to predstavit napfiklad pro dany systém, kdy
mame nadobu a v ni konecny pocCet molekul. Molekuly se pohybuji v prostoru a jednou za
Cas narazi do stény nadoby a odrazi se. Po odrazu mé molekula jinou kinetickou energii nez
pfed dopadem. Pokud bychom tedy méfili kinetickou energii jedné molekuly v rliznych
¢asech, naméfili bychom rlizné hodnoty. Tyto hodnoty vSak fluktuuji kolem jedné konkrétni
hodnoty - kolem souborového préiméru. Makroskopicka vlastnost systému (napf. zméreny
tlak systému) je v ergodickém systému' ¢asova stfedni hodnota okamzité hodnoty dané
veli¢iny. MnoZina v3ech mikrostavl s jim odpovidajicimi pravd&podobnostmi vytvari soubor.

[4]

Soubor je myslenkovy konstrukt, kde si pfedstavujeme velky pocet kopii stejného systému,
jehoz vlastnosti jsou charakterizovany malou skupinou veli€in, které jsou konstantni a maji
stejnou hodnotu pro vSechny kopie daného systému v souboru. Nicméné, tyto systémy
mUZou byt v riznych mikrostavech, které jsou kompatibilni s hodnotami veli¢in, které jsou
pro dany systém konstantni. Existuje nékolik druhll soubor(. Zde v této praci se zminime o
mikrokanonickém souboru, ktery je charakterizovan konstantnim poctem Castic, objemem a
celkovou energii, [N,V,E] a kanonickém souboru, ktery je charakterizovan konstantnim
pocCtem Céstic, objemem a teplotou, [N, V, T]. [8]

Mikrokanonicky soubor [N, V, E]

Pokud spocCitime vSechny realizace konkrétniho makrostavu (vSechny mikrostavy
reprezentujici jeden makrostav), ziskdme tzv. statistickou vdhu makrostavu . Souctem
vSech moznych mikrostavl daného systému ziskame tzv. partiéni funkci Q( ). VSeobecné
partiCni funkce je soucet statistickych vah souboru. Pravdépodobnost urcitého makrostavu
ziskame jako podil statistické vahy a particni funkce.

! systém, kde kazdy mikrostav ma stejnou pravdépodobnost a Zadny neni preferovan oproti ostatnim



(15)

Kanonicky soubor [N, V, T]
Pravdépodobnost daného mikrostavu je v kanonickém souboru Umérna Boltzmannoveé
faktoru

P (16)

Konstantou Umérnosti je velicina

=2 (17)

ktera se nazyva (kanonicka) particni funkce. Vztah pro pravdépodobnost realizace daného
stavu v kanonickém souboru pak nabyva tvar

-8 -8 (18)

1.3.2 Metody molekulovych simulaci

Konfigurace jednotlivych Céstic jsou popsany pomoci prostorovych soufadnic. O
konfiguranim prostoru hovofime v situaci, kdy sledujeme pouze tyto prostorové souradnice
Castic. Pokud spole¢né se soufadnicemi sledujeme i hybnosti jednotlivych ¢astic, hovofime o
fazovém prostoru.

1.3.2.1 Molekulova dynamika (MD)

V molekulové dynamice obecné sledujeme Casovy vyvoj poloh molekul v prostoru (jde o
statististické vzorkovani fazového prostoru). Vyuzivd se k tomu integrace Newtonovych
pohybovych rovnic, coz Ize formalné zapsat ve tvaru

(19)
O=()+5 "

Integral v rovnici (19) vSak nelze vyfeSit analyticky pro libovolny systém, tudiz musime
pristoupit k numerickému feSeni. [8]

Pro vyfeSeni integralu v rovnici (19) potfebujeme znat rychlost v daném Case, kterou Ize
vypoditat ze zrychleni, potazmo ze sil plsobicich na jednotlivé molekuly v systému. Sily
mezi jednotlivymi molekulami se vypocitaji jako parcialni derivace interakéniho potencialu
podle vzdalenosti

— () (20)



Celkovou silu pdsobici na jednu ¢astici vypocitame dle zakona akce a reakce jako soucet sil
pochazejicich od vSech ostatnich Castic v systému

() (21)

Dle druhého Newtonova pohybového zékona vypocitdme ze sily plsobici na ¢astici jeji
zrychleni
(22)

Zrychleni lze vyjadfit pomoci Upravy Taylorova rozvoje, €imz ziskdme vztah mezi
zrychlenim a Casovym krokem h, ktery pouzivame pfi numerické integraci pohybovych
rovnic

(=)—-2 O+ (+) 23
() = 2 (23)

Po upravé této rovnice ziskame vztah ktera vyjadfuje polohu v Case ( + ) jako funkci
polohy v €asech t a t-h, ktery se nazyvéa Verletova metoda

r(trh) = 2r(0) - it~ h) + WD (24)

Tato metoda je ¢asové reverzibilni, ¢ehoz dlsledkem je, Ze se b&hem intergace zachovava
celkova energie. DalSi vyhodou této metody je, Ze je pomérné jednoducha a pfi vypoctu
spotfebuje méalo paméti.

Alternativou k Verletové metodé mize byt metoda leap-frog. P¥i integraci vychazime z
polohy v Case ( — ) a pomoci rychlosti v Case ( — =) vypocitame novou polohu v Case

- viz rovnice (25). Polohu v ¢ase ( — ) na pocatku simulace ziskame pomoci generatoru
nahodnych Cisel a rychlost v €ase ( — =) ziskame

také pomoci generatoru ndhodnych Ccisel, avSak
vySSiho Fadu.

O=0-5 + - (25)

Poté vypocitame zrychleni kombinaci rovnic (20) a
(22) a pomoci rovnice (26) vypocitame rychlost v

poloze ( + ). Analogicky provadime dalSi kroky.
Celé schéma je vyobrazeno na Obr. 1.1.

(+7)= 0O + (-7 (26)

Obr. 1.1: Schéma metody leap-frog



1.3.2.2 Monte Carlo

Na rozdil od molekulové dynamiky, Metoda Monte Carlo se pouziva na statistické
vzorkovani konfiguracniho prostoru pomoci nahodného generovani konfiguraci daného
systému.

Metropolisova metoda (preferen¢ni vzorkovani)

U této metody postupujeme tak, Ze nadhodnym zplsobem ménime konfiguraci systému,
napriklad zménou polohy jedné ¢i vice ¢astic. Tuto (plvodni) konfiguraci budeme nazyvat
starou konfiguraci. Novou konfiguraci vygenerujeme pomoci tzv. pokusného pohybu, napf.
vySe zmiflovana zména polohy castice. Pak vypocitdme zménu potencialni energie mezi
starou a novou konfiguraci. Kdyz energie systému klesne, zména konfigurace je vzdy pfijata.
KdyZz energie systému stoupne, tak je zména pfijata s pravdépodobnosti Boltzmannova
faktoru

L 27)

Pokud tedy energie systému klesne, spocitdame Boltzmann(v faktor a poté vygenerujeme
nahodné cislo. Pokud nadhodné vygenerované Cislo je menSi neZz hodnota Boltzmannova
faktoru, pak novou konfiguraci pfijmeme. Pokud je ovSem nahodné vygenerované cislo
vétsi, neZ je Boltzmanndyv faktor, novou konfiguraci zamitneme a do série vzork{ zapiSeme
opét stejnou (starou) konfiguraci.

Preferencni vzorkovani (angl. importance sampling) se tato metoda nazyva proto, Zze pomoci
tohoto vzorkovani se vzorky v sérii vyskytuji s pravdépodobnosti, ktera odpovida jejich
statistické véze. Diky tomu pfi analyze dat vygenerovanych touto metodou lze pocitat
souborovy primér jako prosty aritmeticky primér pres ziskané vzorky.



1.3.3 Pocitacovy model molekuly

1.3.3.1 InterakCni potencialy

Vazebné interakce jsou aproximovany harmonickym potencialem dle rovnice (28)

== (28)

kde predstavuje silovou konstantu (tuhost vazby), je vzdalenost atom( a 0 je

rovnovazna délka vazby. [4]
Z nevazebnych kratkodosahovych interakci se uplatiiuje Lennard-Jones(v potencidl

(29)

12 6

() = 4[> -]

kde predstavuje vzdalenost mezi Casticemi, o vzdalenost, ve které je potencidl mezi

Casticemi nulovy (vzdalenost, na kterou se mohou dvé Castice k sobé pfiblizit) a €

predstavuje hloubku potencialové jamy, coz je vlastné méfitko sily interakce dvou danych
castic.

V pripadé dlouhodosahovych nevazebnych sil se uplatiiuji Coulombické (elektrostatické)
sily, reprezentovany potencialem

1 (30)

4T[€0€
kde a jsounaboje Casticiaj, je vzdalenost mezi nélboji,e0 je permitivita vakua a € je

relativni permitivita prostredi.
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1.4 Vysledky z literatury

Molekulové simulace byly pouZzity v ¢lanku Probing the Accuracy of Explicit Solvent Constant
pH Molecular Dynamics Simulations for Peptides.

V Clanku byly pouzity hodnoty pKa v simulaci pro histidin 6,54 a pro kyselinu glutamovou
4,08. Z dlvodu poufZiti jinych vstupnich hodnot pKa v naSich simulacich a v simulacich z
¢lanku jsme v kapitole Porovnani naSich simulaci se simulaci a experimentem z literatury
pouzili (v pfipadé porovnavani se simulaci z ¢lanku) zavislost stupné ionizace na pH-pKa
(misto pH). U experimentu samotného jiz neni hodnota pKa vstupnim parametrem, tim
padem jsme zde zvolili zavislost stupné ionizace na pH.

Z literatury byla dostupna simulacni data s chybovymi Useckami, experimentalni data vSak
bez nich.

K ¢lanku ovSem nebyla dostupna data ve formé& souboru s danymi hodnotami - byly zde
pouze grafy. Z toho dlvodu byl pro vykresleni dat vyuZit software WebPlotDigitizer dostupny
na webové strance https://apps.automeris.io/wpd/. Hodnoty ziskané pomoci této metody
jsou pouze pfiblizné - odhadovana chyba pfi ziskavani téchto dat byla +0,001.

NGEAHGCc

1.0 1 2 oo o « o —®

.!III.:;.: hd

fi

0.8
c { }
S
t
S
. [ [
g 0.4 - I I
[@)]
. {
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0-21 } H4 NMR Dobrev I
{ I § E2 MD Dobrev I I _
004 * % ¥ E2 NMR Dobrev ‘s 3
2 3 4 5 6 7 8 9
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Obr. 1.2: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézci oligopeptidu N"GEAHGc na pH -
simulacni vysledky a NMR experimenty z publikace Dobrev et al. [1]
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Obr. 1.3: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézcl oligopeptidu nGHAEGc na pH -
simulacni vysledky a NMR experimenty z publikace Dobrev et al. [1]

NnGEAEGc
1.01 § E4 MD Dobrev P S
E4 NMR Dobrev i
§ E2 MD Dobrev ¢
_ 987§ E2 NMR Dobrev
.9 - -
-
: 1
= ] {
3 0.4 1 i
2
s 1
0.2
i [ ]
T o8
0.0 o oo 8 ]
1 2 3 4 5 6
pH

Obr. 1.4: Zavislost stupné ionizace postrannich feté€zcl oligopeptidu nGEAEGc na pH -
simulacni vysledky a NMR experimenty z publikace Dobrev et al. [1]
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Obr. 1.5: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézcl oligopeptidu nGHAHGc na pH -
simulacni vysledky a NMR experimenty z publikace Dobrev et al. [1]
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2 Metody

V této Casti se budeme vénovat konkrétnim modellim a metodam pouzitych v nasi praci.

2.1 Model peptidu

Obecné mlzeme u simulaci pouzivat rdzné modely. Jednim z modell je model jemné&jsi
(atomisticky), kdy je soustava sloZzena z Castic reprezentujici jednotlivd atomova jadra a
elektrony.

Dalsim z modelll je model hrubozrnny (angl. coarse-grained, neboli CG model), kdy je
makromolekula reprezentovana vzajemné spojenymi “efektivnimi” jednotkami. U CG modelu
ziskame nékteré vypocty za vyrazné kratSi vypocCetni €as, nez u modelu atomistického.

Ze CG modelll v naSi praci pouzivame tzv. one-bead (jednokulickovy) model a two-bead
(dvoukulickovy) model. V pripadé one-bead modelu je jedna aminokyselina reprezentovana
jednou kulickou. U two-bead modelu je jednou kulitkou reprezentovana peptidova vazba
pfislusné aminokyseliny a druhou kulickou je reprezentovan jeji postranni fetézec, ktery
mUZe byt ionizovatelny. [10]

Vzdalenost mezi jednotlivymi naboji na peptidu je vétSi v pfipadé two-bead modelu oproti
modelu one-bead (viz Obr. 2.1 a Obr. 2.2).

Obr. 2.1: One-bead model sekvence nGEAHGCc - pIné ionizovany peptid

A A

Obr. 2.2: Two-bead model sekvence nGEAHGc - pIné ionizovany peptid

Simulaci provadime v tzv. simulanim boxu, jehoZ objem je odvozen od poZadované
koncentrace peptidu, = 1,56 10~ / ajeho poctu

(31)

Délku hrany simulacniho boxu vypocitame z objemu simulacniho boxu

=3 (32)

V simulaCnim boxu se nachéazi jedna molekula oligopeptidu, ktera obsahuje Ctyfi

. . , . , , P , . + b .
ionizovatelné skupiny. Dale se také v boxu nachazi ionty monovaleni soli, a ,aionty
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vzniklé disociaci ionizovatelnych skupin a disociaci vody Ta . Poget iontli soli v boxu
se vypocita z pozadované koncentrace (iontové sily), = 0,001 / , a z velikosti boxu.

Simulovat se vSak daji pouze malé systémy z dlivodu vypocetni naro¢nosti velkych systémda.
Pokud bychom vSak simulovali systém v boxu o délce , tak by €asticim na okraji boxu
chybéli interakéni partnefi. Proto zduplikujeme simula¢ni box do vSech smérd od nami
simulovaného boxu - aplikujeme tzv. periodické okrajové podminky (angl. periodic boundary
conditions - PBC). Tyto podminky jsou pouhou aproximaci, kdy chceme docilit podobného
chovani naseho simulaéniho systému jako v makroskopickych podminkach. [8]

Pohybové rovnice v naSi simulaci se integruji metodou Langevinovy dynamiky [15], ktera
zaroven funguje jako termostat. Abychom mohli simulovat vySe uvedeny systém pomoci
molekulové dynamiky, je tfeba specifikovat interakce mezi jednotlivymi Casticemi, které
definuji interakéni potencialy.

Sterickou repulzi mezi casticemi v naSi  simulaci reprezentuje  tzv.
Weeks-Chandler-Andersen (WCA) potenciél, ktery je modifikaci Lennard-Jonesova
potenciélu se specialné zvolenymi parametry ¢ a € [11] (viz také rovnice (29)).

Upcy(r) = 4 [(%)12*(%)6] + € pro r<r., (33)

Pro vzdalenosti > je WCA potenciél nulovy. Vazby v CG modelu jsou reprezentovany

harmonickym potencidlem dle rovnice (28). Elektrostatické interakce v naSi simulaci jsou
reprezentovany Coulombovym potencialem dle rovnice (30) a pocitaji se pomoci P3M
algoritmu pro Ewaldovu sumaci. V8echny simulace provadime pomoci programu ESPResSo
[16].

2.2 Constant-pH soubor

Constant-pH soubor je Monte Carlo metoda navrzend pro simulace acidobazickych reakci pfi
daném pH roztoku. [17] V této metodé sledujeme stupef ionizace jednotlivych
ionizovatelnych skupin. Pokud si oznac¢ime plvodni mnozZstvi ionizovatelné skupiny o pak

plati pro slabou kyselinu rovnice
(34)
Pro slabou bazi plati rovnice

(35)
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Stuperi ionizace poté vypocitame dle rovnic

- (36)

: (37)

Pokusny pohyb se realizuje jako zména ioniza€niho stavu (hdboje) dané skupiny, a
soucasné vygenerovani nebo odstranéni H+ iontu ze simula¢niho boxu. Pravdépodobnost
prijeti pokusného pohybu je dana vztahem [17]

P = min(l, e(fﬁ(Em,—Eogd)i(PprKa)fn(10))) (38)

acc

2.3 Zpracovani vysledk

Pfimym vysledkem simulace je €asova fada hodnot, kterou déle statisticky zpracovavame,
abychom vypocitali stfedni hodnoty sledovanych fyzikalnich veli¢in. Hodnoty, které po sobé
nasleduji v této fadé jsou korelované (statisticky zavislé), protoZe kazda nova konfigurace se
ziskd malou zménou pFedchozi konfigurace. Takto si Casova fada udrZuje svou jistou
“pamét”. Dobu, po kterou si udrZuje tuto pamét nazyvame korelaCni ¢as. Pfiklad ¢asové
korelované fady je na Obr. 2.3.

nGHAEGc nGHAEGc
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Obr. 2.3: Priklad ¢asové korelované fady - nalevo kratky Casovy Usek simulace (patrnd jista
korelace mezi po sobé nasledujicimi hodnotami), napravo dlouhy ¢asovy Usek - mnohem
delSi nez autokorelacni Cas

Pfi simulaci obvykle zac¢iname z néjaké nahodné konfigurace systému a proto na zacatku
simulace rlizné veli¢iny systému systematicky rostou ¢i klesaji nez se ustali kolem své
rovnovazné stfedni hodnoty. Prvni ¢ast simulace, kde pozorujeme tyto systematické zmény,
nazveme jako ekvilibrace. Zbylou ¢ast nazveme jako produkéni ¢as simulace a tuto Cast
budeme déle zpracovavat. Ekvilibraci nezahrnujeme do statistického zpracovani, protoze by

zkreslovala souborovy prlimér a takto ziskané vysledky by zavisely na po¢ate¢ni konfiguraci.
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Pro odhad chyby priiméru z produkéniho ¢asu simulace vypoc&itdme souborovy primér a
vybérovy rozptyl. Souborovy priimér vypocitdme jako vybé&rovy primér " dle rovnice (36),
ktery miZeme pouzit jako odhad skute¢né stfedni hodnoty v pfipadé - oo.

(36)

= iz =
=1

Vybérovy rozptyl vypocitdme dle rovnice (37).

VRS (37)
0 = (D

ProtoZe analyzujeme korelovana data, potfebujeme k odhadu chyby taky odhad korelaniho
Casu, ktery ziskdme pouzitim blokové metody. [12] Produkéni €as rozdélime na b souvislych

blokd, kde kazdy blok obsahuje k hodnot. Z kazdého bloku vypo&itame vybérovy primér

a vybérovy rozptyl z téchto prlimérd dle rovnice (38).

2 _ 1 —_ =2 (38)
o- = gl( )

Pokud jsou bloky nekorelované, tak miZeme pouzit rovnici (39) pro vypocet statistické
chyby priiméru

0'2 O'2
e =)= ]2 (39)
kde symbolizuje efektivni pocet nekorelovanych vzorkd
o (40)
= =
o-
Dale vypocitdme jiz zminény korelacni ¢as
2
k GJ-C 41
Teor = Atz';iff = Atic_%_ (“1)

Rovnice (39), (40) a (41) ovSem mlzeme pro analyzu vysledkl pouZit jen v pfipadé, Ze
mame vzajemné nekorelované bloky. To zpétné ovéfime tak, Ze vypocitame pocet
nekorelovanych vzorki a zkontrolujeme, Ze jsme ziskali minimalné 10 nekorelovanych
vzork( na blok. [9]
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Studované peptidy

K naSim simulacim jsme si vybrali peptidy viz Obr. 3.1-3.4. Tyto peptidy jiz byly studovany
pomoci jiného typu simulaci a NMR experimentu v ¢lanku Probing the Accuracy of Explicit
Solvent Constant pH Molecular Dynamics Simulations for Peptides [1]. Domnivame se, Ze
autori ¢lanku ke svym simulacim zvolili pravé tyto oligopeptidy z dlivodu jejich rozmanitosti,
co se tyCe bazickych a kyselych skupin. V pfipadé sekvence nGEAEGc zvolili pouze kyselé
postranni fetézce, v pfipadé nGHAHGc zvolili pouze postranni fetézce bazické a v
pfipadech nGEAHGc a nGHAEGc zvolili kombinaci kyselych a bazickych postrannich
fetézcl na rlznych pozicich v sekvenci.

Obr. 3.1: Vzorec oligopeptidu nGEAEGc Obr. 3.2: Vzorec oligopeptidu nGEAHGc

Obr. 3.3: Vzorec oligopeptidu nGHAEGc Obr. 3.4: Vzorec oligopeptidu nGHAHGc
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3.2 Idedlni ionizace postrannich fetézcl aminokyselin

Obr. 3.5 znazoriuje idedlni kiivku zavislosti stupné ionizace postrannich fetézcd na pH pro
aminokyseliny histidin (His) a kyselinu glutamovou (Glu).

Histidin je aminokyselina s bazickou skupinou na postrannim fetézci. Tim padem pfi nizkém
pH mé vysoky stupen ionizace a pfi zvySujicim se pH stupen ionizace klesa. Vzhledem k
tomu, Ze hodnota pKa pro postranni fetézec histidinu je 6,00, tak pfi pH rovno této hodnoté
je stupen ionizace roven 0,5, tedy pravé 50 % celkového mnoZstvi histidinu je v ionizované
formé a 50 % je ve formé deionizované.

Kyselina glutamova je naopak aminokyselina s kyselou skupinou na postrannim fetézci a tim
padem pfi nizkém pH je stupen ionizace nizky a u vysokého pH naopak.

Ideal Glu, Ideal His
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RS
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pH
Obr. 3.5: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézcl glutamové kyseliny a histidinu na pH
- idedlni chovani
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3.3 Vysledky naSich simulaci
3.3.1 Celkovy naboj peptidu

U sekvenci nGEAHGc a nGHAEGc, viz Obr. 3.6 a 3.7, pozorujeme izoelektricky bod zjistény
z naSich simulaci prakticky shodny izoelektrickému bodu vypocteného z hodnot pKa
postrannich fetézcl jednotlivych sekvenci.

Obecné z Obr. 3.6-3.9 pozorujeme celkovy naboj na peptidu dle naSich simulaci pfi kladné
hodnoté nizSi neZ za ideédlnich podminek a pfi zaporné hodnoté vySSi nez za idealnich
podminek. Jinak feceno je hodnota celkového naboje na peptidu vzdy bliz k nule nez dle
idealni kfivky.

NGEAHGCc
2.0 1 — |deal
15 —$— One-bead model
7 Two-bead model
(0]
o 1.01
S
S 0.51
o
£ 00
s
() _05 T
o
S 1.0
O
-1.5 A
_2.0 L T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Obr. 3.6: Zavislost celkového naboje peptidu na pH pro sekvenci nGEAHGc - vysledky
nasich simulaci s pouzitim rlznych modeld. Spojita kfivka zobrazujici idealni chovani dle
Henderson-Hasselbalchovy rovnice.
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Obr. 3.7: Zavislost celkového naboje peptidu na pH pro sekvenci nGHAEGc - vysledky
naSich simulaci s pouzitim réiznych model(l. Spojita kfivka zobrazujici idealni chovani dle
Henderson-Hasselbalchovy rovnice.
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Obr. 3.8: Zavislost celkového naboje peptidu na pH pro sekvenci nGEAEGc - vysledky
nasich simulaci s pouzitim rlznych modeld. Spojita kfivka zobrazujici idealni chovani dle
Henderson-Hasselbalchovy rovnice.
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Charge on the peptide [e]

Obr. 3.9: Zavislost celkového naboje peptidu na pH pro sekvenci nGHAHGCc - vysledky
naSich simulaci s pouzitim réiznych model(l. Spojita kfivka zobrazujici idealni chovani dle

NGHAHGCc
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3.3.2 Stuperi ionizace jednotlivych postrannich fetézct aminokyselin

MGzZeme si v8imnout, Ze stupen ionizace, ktery nam vySel ze simulaci pro sekvenci
NGEAHGc mé pfi daném pH vySSi hodnotu nez stupen ionizace za idealnich podminek (viz
Obr. 3.10). Tento jev pozorujeme z nékolika divodi. N-konec ma pKa 8,0 a c-konec 3,6,
takZze obé tyto skupiny jsou na Sirokém rozmezi pH nabité (na celé Skale od pH 1 do 9 je
alespon jedna nabitd) a tudiz podporuji ionizaci postrannich fetécl kyseliny glutamové a
histidinu, protoze na plné nabitém oligopeptidu mame stfidajici se kladné a zaporné naboje
a tak napf. kladny naboj na n-konci podpofi disociaci vodiku na kyseliné glutamové a tim
padem i celkové zvySuje stupen ionizace na oligopeptidu. Idedlni kfivka tyto elektrostatické
interakce zanedbava, takze je zde stupen ionizace nizsi.

Na Obr. 3.11 plati stejnéd pravidla jako u Obr. 3.10. AvSak zde, v sekvenci nGHAEGc, se
naboje na plné nabitém oligopeptidu nestfidaji (pozorujeme zde vedle sebe dva kladné
naboje, vedle kterych jsou dva naboje zaporné), tudiz ionizace na jednotlivych postrannich
fetézcich u histidinu a kyseliny glutamové neni podporovéana tolik jako v predchozim
pripadé. OvSem skuteCnost, Ze oba konce fetézce jsou na Siroké Skale pH oba nabité, plati
také, takZe podpora ionizace postrannich skupin zde je, oviem ne tak velka.

Na Obr. 3.12 vidime, Ze v sekvenci nGEAEGc stupern ionizace pro kyselinu glutamovou E2
je dle simulaci vySSi nez za idealnich podminek a stupen ionizace E4 je naopak dle simulaci
niz8i. Kyselina glutamova E2 je totiz umisténa vedle kladného néboje na n-konci a ten
podporuje ionizaci daného postranniho Fetézce. Oproti tomu kyselina glutamova E4 se
nachazi mezi dvéma zapornymi naboji a tim padem ma nizSi tendenci se ionizovat - stupen
ionizace této skupiny bude niz8i neZz za idealnich podminek. Vysvétleni Obr. 3.13 je
analogické jako u Obr. 3.12, ovSem zde mame dva bazické postranni fetézce a tfi kladné
naboje vedle sebe, vedle kterych je jeden naboj zaporny.
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Obr. 3.10: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézct oligopeptidu NnGEAHGc na pH -
vysledky nasich simulaci s pouzitim rliznych modeld. Spojité kfivky zobrazujici idealni
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chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.11: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézcl oligopeptidu nGHAEGc na pH -
vysledky nasich simulaci s pouzitim rliznych modeld. Spojité kfivky zobrazujici idealni

pH

chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.12: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézcl oligopeptidu nGEAEGc na pH -
vysledky nasich simulaci s pouzitim rliznych model(. Spojité kfivky zobrazujici idealni
chovéni dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.13: Zavislost stupné ionizace postrannich fetézci oligopeptidu nGHAHGc na pH -
vysledky nasich simulaci s pouzitim rliznych modelQ. Spojité kfivky zobrazujici idealni
chovéni dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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NaSe vysledky pro one-bead model v ramci odhadované chyby vykazuji mirné vétsi
odchylku od idealniho chovani nez stejné vysledky pro two-bead model. Tento rozdil je
vyrazny u ionizovatelnych skupin, které sousedi se dvéma kyselymi nebo bazickymi
skupinami. Konkrétné se jedna o E2 a H4 v nGEAHGc (viz Obr. 3.10), E4 v nGEAEGc (viz
Obr. 3.12) a H2 v nGHAHGc (viz Obr. 3.13). VétSi odchylku u one-bead modelu od idealniho
chovani pozorujeme z toho ddvodu, ze zde mame kratSi vzdalenosti mezi jednotlivymi
ionizovatelnymi skupinami a tudiZz naboj na jedné aminokyseliné podporuje ionizaci na
sousedni aminokyseliné. V pfipadé two-bead modelu se jednotlivé ionizovatelné skupiny
mohou k sobé pfiblizit, avSak na mensi vzdalenost nez je tomu u modelu one-bead, tim
padem odchylky od idealniho chovani nejsou tak velké (viz Obr. 2.1 a Obr. 2.2).

Naopak, u skupin, které sousedi s jednou kyselou a jednou bazickou skupinou, neni témer
zadny rozdil mezi one-bead a two-bead modelem. Konkrétné se jedna o H2 a E4 v
NGHAEGc (viz Obr. 3.11), E2 v nGEAEGc (viz Obr. 3.12) a H4 v nGHAHGc (viz Obr. 3.13).
Ma prvotni hypotéza byla takova, Ze by se u one-bead modelu mél stupen ionizace snizit pro
ionizovatelnou skupinu lokalizovanou vedle skupiny se stejnym nabojem z ddvodu silného
odpuzovani dvou stejnych nabojll vedle sebe (napfiklad pro postranni fetézec E4 v sekvenci
NGHAEGc - viz Obr. 3.14).

Obr. 3.14: Schéma ionizace kyseliny glutamové E4 v sekvenci nGHAEGc - linearni
konformace

Po prostudovani simulacnich a experimentalnich vysledkd se ukazalo, Ze vy3e uvedena
hypotéza neodpovida pozorovanym odchylkdm. Je proto potfeba vytvofit alternativni
hypotézu, ktera vezme v potaz moznosti konformacni zmény (viz Obr. 3.15), kdy dochazi ke
stabilizaci zaporného néboje kladnym ndbojem z n-konce peptidu. Tato nova hypotéza je v
souladu s naSimi vysledky one-bead modelu, které ukazuji zvySeni stupné ionizace.

Obr. 3.15: Schéma ionizace kyseliny glutamové E4 v sekvenci nGHAEGc - konformace
“hairpin”
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3.4 Srovnani s literaturou

3.4.1 Porovnani nasich simulaci se simulaci a experimentem z literatury

Z dlvodu poufZiti jinych vstupnich hodnot pKa v nasich simulacich a v simulacich z ¢lanku
[1] srovnavame jednotlivé simulace pomoci zavislosti stupné ionizace na pH-pKa (misto pH).
U experimentu samotného jiz neni hodnota pKa vstupnim parametrem, tim padem jsme zde
zvolili zavislost stupné ionizace na pH.

Vysledky naSich simulaci pro sekvenci nGEAHGc se v ramci odhadované statistické chyby
shoduji s experimentalnimi i simulacnimi vysledky z literatury [1] pro glutamovou kyselinu E2
(viz Obr. 3.16 a Obr. 3.17). Pro histidin H4 se naSe vysledky shoduji s experimenty (viz Obr.
3.19), ale systematicky se odchyluji od simulac¢nich vysledkl z vy$e zmiiované publikace
(viz Obr. 3.18).

V pripadé sekvence nGHAEGc se vysledky naSich simulaci v ramci odhadované chyby
shoduji s experimentalnimi vysledky z literatury [1] pro histidin H2 a kyselinu glutamovou E4
(viz Obr. 3.21 a Obr. 3.23). Vysledky simulace z literatury [1] pro kyselinu glutamovou E4
vykazuji ¢astec¢né nahodné odchylky od naSich simulaénich vysledk( a ¢astecné se v rdmci
odhadované chyby shoduji (viz Obr. 3.22). Simulacni vysledky z literatury [1] se
systematicky odchyluji od naSich simulacnich vysledkd pro histidin H2 (viz Obr. 3.22). Je
také zajimavé, Ze v tomto pfipadé (Obr. 3.22) dle simulac¢nich vysledki z literatury [1] je
stupen ionizace nizsi nezZ za ideélnich podminek, kdeZto naSe simulacni vysledky vyobrazuiji
vySSi stupen ionizace nez idealni kfivka.

Vysledky naSich simulaci pro sekvenci nGEAEGc se v ramci chyby shoduji se simulaénimi
vysledky z literatury [1] pro kyselinu glutamovou E2 a E4 (viz Obr. 3.24 a Obr. 3.26) a s
experimentalnimi vysledky z téze literatury pro kyselinu glutamovou E2 (viz Obr. 3.25). Pro
kyselinu glutamovou E4 se naSe vysledky systematicky odchyluji od experimentélnich
vysledkUl z literatury [1] (viz Obr. 3.27).

V pfipadé sekvence nGHAHGc se shoduji naSe simula€ni vysledky v ramci odhadované
chyby se simula¢nimi vysledky z literatury [1] pro histidin H2 a H4 (viz Obr. 3.28 a Obr. 3.30).
U experimentalnich vysledk(l [1] pozorujeme vyrazné odchylky od naSich simulacnich
vysledkd (viz Obr. 3.29 a 3.31). Tyto vyrazné odchylky sledujeme opét u postrannich fetézc(
histidinu H2 a H4. Experimenty vSak ukazuji, Ze ionizace obou histidind (H2 a H4) je
posunuta na opacnou stranu idealni kfivky nez pfedpovidaji obé simulace.

Obecné je vétSina odchylek pozorovana u histidinu, aminokyseliny s bazickou skupinou na
postrannim fetézci. Tyto odchylky by mohly souviset s aromatickymi vlastnostmi imidazolu v
postrannim fetézci histidinu. Nenabity cyklus imidazolu je velmi bohaty na elektrony, které
jsou delokalizovany pod a nad timto cyklem. Tim padem po disociaci histidinu se imidazol,
navazany na oligopeptidu, orientuje v prostoru jistym zplsobem a tim padem vyrazné
snizuje celkovou energii. Nabity imidazol ma také aromatické vlastnosti, ovSem nizsi nez
imidazol nenabity. Tento jev je v naSich molekulovych simulacich naprosto zanedban.

Moznym zdrojem odchylek také miZe byt nekonzistence vstupnich hodnot pKa pro rdizné

modely. Literatura v tomto neni jednotna a rlizné zdroje doporucuji odliSné hodnoty pKa pro
jednotlivé aminokyseliny.
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Obr. 3.16: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce E2 oligopeptidu nGEAHGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro réizné modely se simulacemi z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazujici ideélni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.17: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce E2 oligopeptidu nGEAHGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro rdizné modely s experimentem z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazujici ideélni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.18: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce H4 oligopeptidu NnGEAHGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro réizné modely se simulacemi z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazuijici idedlni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.19: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce H4 oligopeptidu NnGEAHGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro riizné modely s experimentem z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazujici ideélni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.20: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce H2 oligopeptidu nGHAEGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro réizné modely se simulacemi z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazuijici idedlni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.21: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce H2 oligopeptidu nGHAEGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro rdizné modely s experimentem z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazuijici idedlni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.22: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce E4 oligopeptidu nGHAEGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro réizné modely se simulacemi z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazujici ideélni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.23: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce E4 oligopeptidu nGHAEGc na pH -
srovnani nasich vysledkul pro rizné modely s experimentem z publikace [1]. Spojita kfivka
zobrazuijici idedlni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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Obr. 3.24: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce E2 oligopeptidu nGEAEGc na pH -
srovnani nasich vysledkl pro rdizné modely se simulacemi z publikace [1]. Spoijita kfivka
zobrazuijici idedlni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).

Obr. 3.25: Zavislost stupné ionizace postranniho fetézce E2 oligopeptidu nGEAEGc na pH -
srovnani nasich vysledku pro rfizné modely s experimentem z publikace [1]. Spojita kfivka
zobrazuijici idedlni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice (8).
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4 Zaveér a vyhled do budoucna

Celkové se da fict, ze vysledky naSich simulaci se ve vétsiné pfipadd v rdmci chyby shoduji
s vysledky experimentu z literatury [1]. VyraznéjSi odchylky jsme pozorovali u histidinu H2 a
H4 v sekvenci nGHAHGc. Nicméné u té samé sekvence se naSe vysledky shodovali se
simulaénimi vysledky z literatury. Lze pfedpokladat, Ze tato odchylka je zplsobena jevy
zanedbanymi v obou pouzitych modelech. PfiCiny téchto odchylek budou prfedmétem
dalSiho vyzkumu po odevzdani této prace.

Po srovnani vSech nasich vysledkd s vysledky z literatury jsme dosli k zavéru, Ze naSe
simulace pomoci two-bead modelu poskytuji v ramci odhadované chyby stejné spolehlivé
vysledky jako simulace pomoci atomistického modelu [1]. Nicméné, vypocetni narocnost
two-bead modelu je mnohokrat nizSi neZz u atomistického modelu. Jesté jednoduSsi
one-bead model vykazuje systematicky vétsi odchylku od idealniho chovani nez two-bead
model a také vétsi odchylku od experimentélnich dat. Lze tedy konstatovat, Zze two-bead
model predstavuje vhodné zjednodu$eni predikci acidobazického chovani kratkych peptidd s
riznymi kombinacemi kyselych a bazickych skupin. Naopak one-bead model poskytuje
méné presnou predikci, ktera je jesté stale v dobré shodé s pfesnéjSimi simulacnimi modely
i s NMR experimenty.

Po odevzdani této prace planujeme naSe simulacni vysledky porovnat s dalSimi modely,
napriklad s velmi rychlou metodou pepKalc dostupnou na internetu [14]. Pfedbézné vysledky
tohoto srovnani naznacuji, Ze pepKalc pfedpovida mensi odchylku od ideélniho chovéani nez
nasSe simulace (viz Obr. 4.1-4.4). Nicméné nesmime opomenout, Ze kalkulaCka pepKalc
pouziva jiné vstupni hodnoty pKa, nez jsme pouzili my. Obecné volba vhodnych pKa je
slabym mistem vSech modell. R{zné zdroje z literatury doporucuji rizné vstupni hodnoty.
[1] [13] [18] Proto se také chceme v nasledujici praci zaméfit na vliv vstupnich hodnot pKa
na celkovou shodou mezi simulacemi a experimenty.
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Obr. 4.3: Zavislost celkového naboje peptidu na pH pro sekvenci nGEAHGc - vysledky
naSich simulaci s pouzitim réiznych modeld a vysledky pepKalc. Spojita kfivka zobrazujici
idealni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice.
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Obr. 4.4: Zavislost celkového naboje peptidu na pH pro sekvenci nGHAEGc - vysledky
naSich simulaci s pouzitim réiznych modeld a vysledky pepKalc. Spojita kfivka zobrazujici
idealni chovani dle Henderson-Hasselbalchovy rovnice.
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