Jihocesk4 univerzita v Ceskych Budéjovicich

Prirodovédecka fakulta

Struktura a dynamické vlastnosti porfyrinovych
agregatu v roztoku

Bakalarska prace

Jitka Vyslouzilova

Vedouci prace: RNDr. Zdenék Futera, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2024



Vyslouzilova. J, 2024: Struktura a dynamické vlastnosti porfyrinovych agregatu
v roztoku.[The structure and dynamic properties of porphyrin aggregates in solution.
Be. Thesis, in Czech] Bakalaiska prace - 57 p., Faculty of Science, University of South
Bohemia, Ceské Budéjovice, Czech Republic

Annotation

Motivated by interesting yet puzzling experimental data on 3,4,5-TEG-TPP porphyrin
obtained by UV /VIS and NMR measurements, this bachelor thesis focuses on exploring
the structure stabilities and dynamical properties of these compounds by means of
computer simulations. Besides reviewing the basic molecular mechanical techniques,
the accurate models of solvated molecules, their dimers, and aggregates are built,
relaxed, and propagated by molecular dynamics simulations. Finally, the optical and
magnetic spectra are computed on the sampled trajectories and compared to the
experimental data. Overall, the thesis demonstrates the utilization of computational
and experimental approaches by investigating the behavior of specific porphyrins in

aqueous environments and brings insightful findings related to these systems.

Anotace

Tato bakalarska prace je motivovana zajimavymi, avSak nejasnymi experimentalnimi
daty o 3,45-TEG-TPP porfyrinu ziskanymi pomoci UV/VIS a NMR méfeni
a zameéfuje se na zkoumani stability struktury a dynamickych vlastnosti téchto
sloucenin pomoci pocitacovych simulaci. Kromé prehledu zakladnich molekularné
mechanickych technik jsou pomoci molekuldrné dynamickych simulaci sestaveny,
relaxovany a propagovany vérné modely solvatovanych molekul, jejich dimeru
a agregatu. Nakonec jsou na vzorkovanych trajektoriich vypocétena opticka
a magnetickd spektra a porovnana s experimentalnimi daty. Celkové prace demonstruje
vyuziti vypocetnich a experimentalnich pristupu pii studiu chovani konkrétnich

porfyrinu ve vodném prostiedi a prinasi podnétné poznatky tykajici se téchto systému.
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1 Uvod

Porfyriny jsou organické slouceniny odvozené od porfinu (obrézek 1.1a), coz je
tetrapyrolovy cyklus propojeny methionovymi mustky. Diky své schopnosti vazat kovy
maji nezastupitelnou funkci v nejruznéjsich biologickych procesech, jako je transport

kysliku v lidském téle nebo tieba fotosyntéza.[1]
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Obrazek 1.1: Strukturni vzorec (a) porfinu, (b) 3,4,5-TEG-TPP.

Tato bakalaiskd prace se veénuje 3,4,5-triethylenglykol-tetrafenylporfyrinu
(3,4,5-TEG-TPP), jehoz strukturni vzorec je na obrazku 1.1b. Jednd se o uméle
vytvorenou molekulu, kterd ve své zakladni formé netvori komplex s zadnym z kovu.
Diky tomu je mozné ji protonovat. Tento porfyrin m& vlastnosti podobné porfyrinum
dulezitym pro metabolické procesy, jako je naptiklad hem b, chlorofyl nebo vitamin
Bis. Podobné jako ostatni porfyriny, i 3,4,5-TEG-TPP tvori komplexy s kovovymi
ionty, ¢imz ziskd redoxni charakter. Také absorbance v oblasti viditelného svétla je

podobna ostatnim porfyrinum.



Pritomnost glykolovych fetézcu prinasi jednu zdsadni vlastnost, a tou je
rozpustnost ve vodé. Prestoze je latka rozpustna, ma tendenci v roztoku agregovat.
Agregaty se v kyselém prostiedi destabilizuji a dochéazi k jejich rozpadu. Na zdkladé
namérenych dat =z nukledrni magnetické rezonance (NMR) byla nasimi
experimentalnimi spolupracovniky formulovana hypotéza, kterda tvrdi, ze v kyselém
prostfedi dochazi k protonaci molekul na okrajich agregatu, ¢imz dochazi k této
destabilizaci. Protonovany agregat se nasledné rozpada na ruzné nabité monomery
nebo dimery. Z monomeru pak vznikaji stabilni nabité dimery. Zvlastnosti je uz jen
fakt, ze dimery jsou stabilni pouze, pokud jsou dvakrat, ¢i tfikrat protonované, tudiz
maji silny kladny naboj. Hydrofobni efekty a stackové interakce by tak zde mély

prevazovat nad elektrostatickou repulzi.
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Obréazek 1.2: Kineticky model navrzeny Dr. J. Labutou na zakladé experimentalnich

vysledku.

Vyse popsana hypotéza byla zformulovana na zakladé fitovani experimentalnich dat
na ruzné kinetické modely (viz obrazek 1.2). Zda opravdu dochézi k tomuto déji a jaké
jsou strukturni zmény takovych systému, neni zndmo. Experimentalné neni mozné
pozorovat cely proces, protoze rychlé zmény jsou tézko detekovatelné, a proto je

zapotiebi vyuzit metod pocitacovych simulaci.



Predmétem této prace je vytvoreni pocitacovych modelu téchto struktur, provedeni
molekuldrné dynamickych vypoc¢tu a stanoveni zakladnich strukturnich a dynamickych
vlastnosti agregatu. Dale vypocet NMR spekter na vygenerovanych strukturdch a jejich
korelace s experimenty. V ramci prace bude také provedena reserse zdkladnich metod
simulaci malych organickych molekul. Osvojeni si téchto molekularné mechanickych

metod je také jednim z cilu této préce.



2 Pocitacové modelovani

Pro studium struktury, chovani a interakci molekul na atomarni irovni jsou pocitacové
simulace klicovym néstrojem. Siroky vyznam maji v ruznych odvétvich vyzkumu od
chemie, farmakologie, biologie az po studium materidla. [2] Simulace umoznuji detailné
zkoumat strukturu molekul na atomarni rovni, predikovat chovani molekul v rtznych
podminkach, nebo studovat chovani biomolekul v tkanich. VSechny tyto aspekty je
mozné zkoumat. Rovnéz muzeme testovat ruzné scénaie bez fyzického vytvareni

kazdého vzorku, které je casové i finanéné nérocné.

Pro provadéni molekularnich simulaci existuje cela rada metod. Podle presnosti

a slozitosti popisu lze vypocetni metody rozdélit do nasledujicich skupin.

Ab initio modelovani

Modelovani ab initio je zalozeno na kvantové mechanickém popisu chovani jader
a elektronu jednotlivych atomi v molekule. K popisu chovani molekul se pouziva
kvantova pohybova rovnice tzv. Schrodingerova rovnice. Jejim feSenim ziskame energii
a vlnovou funkci dané molekuly. Ze znalosti vlnové funkce muzeme dale v principu

ziskat strukturu a jakékoliv dalsi vlastnosti studovaného systémul[3].

Tento ptistup popisuje chemické systémy s vysokou pfesnosti. Cenou za presnost je
ale Casova a vypocetni naroc¢nost vypoctu. Kvuli ndro¢nosti je ab initio modelovani
pouzitelné pouze na malé systémy (~100 atomu). Narozdil od klasického popisu
umoznuji ab initio simulace studium chemickych déju, eletronovych prenosu, optickych

a magnetickych vlastnosti latek, a dalsich vlastnosti, které vyzaduji kvantovy popis.



Teorie funkcionalu hustoty - DFT

Alternativni pristup k reSeni Schrodingerovy rovnice predstavuje tzv. teorie hustotnich
funkcionalu (Density Functional Theory, DFT), kterd hledd jeji teSeni v podobé
elektronové hustoty misto uplné vlnové funkce. Vyhodou je mensi pocet proménnych
(hustota zdavisi pouze na prostorovych soufadnicich, vinovd funkce je zavisld na
polohach a hybnostech vsech elektronu).

Lze vsak ukazat, ze tato hustota jednoznacné urcuje vlastnosti zakladniho stavu
molekuly. Redukce proménnych tak umoznuje kvantovy popis mnohem vétsich systému
nez v pripadé ab initio vypoctu. Proto je tento pristup v soucasné dobé nejpopularnéjsi
metodou k ziskavani elektronovych vlastnosti molekul a pevnych latek. V literatuie se

bézné oznacuje DFT a jeho modifikace jako first principles metoda. [4]

Semiempirické modelovani

Stejné jako u pristupu ab initio vychazi i tato metoda z vypoctu Schrodingerovy
rovnice dané molekuly. V tomto pfipadé jsou ovSem nékteré slozité integraly potiebné
k  wvycisleni Hamiltonianu aproximovany hodnotami ziskanymi 2z korelace
s experimentalnimi daty. Zahrnutim téchto parametri se vypocty stavaji

semiempirickymi.

Diky zjednoduseni jsou semiempirické vypocty 100x — 1000x rychlejsi nez metoda
ab initio [2]. Metody tohoto typu umoznuji vypocet pro vétsi systémy (~1000 atomu).
Tyto metody jsou ale aplikovatelné pouze na systémy, na kterych byla ziskana

experimentalni data vyuzivand k popisu Hamiltonianu.

Molekularni mechanika

V molekuldrni mechanice jsou atomy popsany jako klasické nabité ¢astice. Vazby mezi
atomy jsou zpravidla popsany pomoci harmonickych potencidlu, tedy pruzin o dané
tuhosti. Zname-li naboje na jednotlivych atomech, délky a tuhosti vazeb mezi nimi

a uhly, jsme schopni ur¢it potencialni energii na jednotlivych atomech.



Tento popis je znacné zjednodusSeny, neumoznuje studovat chemické déje, ani jiné
elektronové vlastnosti. Omezuje se tak na strukturné dynamické parametry. Na druhou
stranu jednoduchost klasického pristupu umoznuje simulace velkych systému
zahrnujicich az miliony atomu, jako jsou napiiklad molekuly v solventech, nebo

biomolekularni systémy.

Pro 1cely této prace byl pouzit predevsim molekuldrné mechanicky piistup.



3 Metodologie

3.1 Molekularni mechanika

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2, molekuldrni mechanika (MM) je klasicky a vypocetni
pristup urc¢eny ke studiu struktur, chovani a interakci molekul na atomarni wrovni.
Tato metoda je zalozena na mechanickém popisu molekul jako souboru nabitych kouli
(atomt) spojenych pruzinami (vazbami). [5] Jednd se o harmonickou aproximaci,

znamou téz jako pruzinovy model.

Systém je v MM charakterizovan pomoci potencidlni energie, ktera je souctem
parovych interakci. Ty lze rozdélit na vazebné a nevazebné.[6]. Celkova potencidlni
energie se tak skladda z vazebnych a nevazebnych piispévku a lze ji matematicky
vyjadrit pomoci rovnice

EFE=FE,+E,+E +FE,, (3.1)
kde Ej je energie napinani vazby, F, je energie ohybani tthlu mezi dvéma sousednimi
vazbami, E; je energie torznich thlu a FE, je energie nevazebnych interakei (viz obrazek
3.1).

3.1.1 Vazebné prispévky

Jednim ze ¢lenu prispivajicich k celkové potencialni energii systému je energie napinani

vazby, kterou lze v prvnim priblizeni popsat harmonickym potencidlem
1 2
E, = 51@(7’ —70)%, (3.2)

kde k, je tuhost pruziny predstavujici vazbu a rq je jeji vazebna délka.



Jedna se o druhy rad Taylorova rozvoje
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coz je prvni nenulovy ptispévek, uvédomime-li si, ze prvni derivace je v minimu nulova

a FEy je pouze posun minimalni hodnoty od nuly. Tuhost k., = ‘fg ma tak ptrimou

souvislost s tvarem potencialu v okoli minima.

Dalsim vazebnym prispévkem k potencidlni energii je ¢len popisujici ohybani thlu
mezi vazbami jednotlivych atomu. Tento ptispévek je opét charakterizovan harmonickym

potencidlem. Ptispévek od ohybéani tihlu je tedy definovan jako
1
E, = §ka(a — )%, (3.4)

kde k, predstavuje silovou konstantu pruznosti a ag je optimalni tihel vazby.

Poslednim vazebnym ptispévkem k potencidlni energii jsou torzni ihly kolem vazeb.
V tomto piipadeé se jiz nejedna o harmonickou, nybrz periodickou funkci. Energie torznich

uhlu se zpravidla popisuje vztahem
1
E, = 5]{519[1 + cos(nv — vy)], (3.5)

kde ky je vyska potencialu, n je periodicita a 1y je fazovy posun. Na rozdil od napinani

vazeb je v tomto piipadé k aproximaci pouzit rozvoj do Fourierovy tady.

3.1.2 Nevazebné prispévky

Kazdé dvé nabité c¢astice nachazejici se v konecné vzdalenosti na sebe elektrostaticky

pusobi nezavisle na tom, zda se nachazeji ve stejné molekule ¢ dvou ruznych.

Zékladni typ elektrostatického pusobeni je popsan Coulombovym zakonem.
Coulombicky prispévek pro par atomu lze popsat vztahem

L 6

; 3.6
47'('60 i<j Rij’ ( )

ECoulomb =

kde €y je permitivita vakua ¢; a g; jsou nédboje jednotlivych atomu a R;; je vzdalenost

mezi atomy.



Dalsim typem nevazebnych interakci jsou tzv. van der Waalsovy sily. Jedna se
o mneékolik ruznych typu interakci, jako je dipdl-dipdl, dipél-indukovany dipdl
a Londonovy sily. Termin je pouzivan pro celek mnespecifickych atraktivnich

a odpudivych sil [7]

Celkovy prirustek atraktivnich interakeci k potencidlu systému je souc¢tem potencidlu
od interakci dipdl-dipdl, dipél-indukovany dipél a Londonovych sil. Pro vSechny tyto tii

interakce klesd potencial se Sestou mocninou vzdalenosti. [8] To muzeme zapsat jako

g=-2 (3.7)

r6’

kde o je konstanta popisujici konkrétni systém.

Oproti tomu prispévek k celkové energii od elektronové repulze lze aproximovat

vztahem

g S (3.8)

/r:’l’L
Na zédkladé empirickych poznatku se pro modelovani v MM pouziva vztah 3.8 pro

n=12.

Soucet potencialu atraktivnich a repulznich interakci se nazyva Lennard-Jonesuv

potencial a je dan vztahem

= [(2)"- ()] oo

kde € je hodnota minima potencidlni energie a o je vzdalenost, ve které ma potencidlni

energie minimum.

Celkova energetickd rovnice charakterizujici systém v MM vznikne dosazenim vztahu

3.2, 3.4, 3.5, 3.6 a 3.9 do rovnice 3.1.

Zk r—10)* Zk a—a)? Zkﬁ1+008(m9 o))+

vazby uhly torze
12 6
( 7 ) ( . )
Rij Rij

47T€0 Z 49 + 24 €ij

1<j

(3.10)




Obrézek 3.1: Grafické znazornéni vazebnych parametru: vazebna vzdalenost r, vazebné

uhly «, torzni uhly .

Néekdy se k potencidlové funkei 3.10 pridavaji dalsi ptispévky, napiiklad pro popis
vodikovych mustku ¢i torznich korekei na kostre proteinovych struktur. Ty jsou vsak
specifické pro konkrétni systémy a v této praci nejsou upotiebeny. V celkové rovnici
pro potencialni energii vystupuje mnoho parametru. Soubor téchto parametru se nazyva
silové pole neboli force field. Pro simulaci systému je dulezité uréit vhodné parametry,

aby potencidlova funkce co nejvérnéji reprezentovala studovany systém.

3.1.3 Parametrizace silového pole

Parametrizace je proces, pri kterém pro dany systém definujeme parametry nutné k co
nejpresnéjsimu vypoctu potencialového pole podle rovnice 3.10. Parametry ziskdvame
fitovanim potencidlové funkce za pomoci struktury (popf. jinych vlastnosti) na
experimentalni nebo ab initio / DFT data. V této préci je pouzit druhy z téchto

pristupu.

Pro tvorbu silového pole pro molekularni systémy v Amberu se vyuzivaji parametry
z predem definovaného obecného silového pole Amberu (General Amber Force Field)
znamého jako GAFF2. Jeho parametry obsahuji informace, které se snazi pokryt
sirokou skalu chemickych struktur. Vzdy je vSak nutné ovérit jejich aplikovatelnost na

konkrétnim systému a popiipadé je zpresnit.
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Pro urceni ndboje na jednotlivych atomech v molekularni struktufe pouziva Amber
metodu zndmou pod zkratkou RESP (Restrained Electrostatic Potential). Jedna se
o metodu, kterd na zakladé zndmého elektrostatického potencidlu v okoli molekuly,
ktery je nutné spocitat pomoci kvantovych metod, rozdéluje elektricky nédboj na

jednotlivé atomy tak, aby tento potencial dobfe reprezentovaly. [9]

Kombinaci silového pole GAFF2 a metody RESP lze v principu sestavit silové pole

pro velkou 8kalu organickych molekul a molekuldrnich systému.

3.2 (Geometricka optimalizace

Je-li urceno silové pole, lze provést optimalizaci systému. Jednd se o proces hledani
metodami k optimalizaci velkych systému jsou steepest descent a metoda konjugovanych

gradientu. Ty jsou zalozeny pouze na gradientu. Na rozdil od presnéjsich, ale vypocetné

v evs

3.2.1 Steepest descent

Pro urceni stabilni konformace systému je nejprve spoc¢itan gradient energie prvotniho
modelu. Aby doslo ke snizeni energie systému, v dalsim kroku se atomy posunou proti
sméru gradientu, tedy ve sméru pusobicich sil. Tento postup se opakuje, dokud neni
dosazeno predem stanoveného kritéria. Timto kritériem muze byt pokles hodnoty
gradientu pod stanovenou hranici, nebo predem stanoveny pocet iteraci. Struktura

v n-tém kroku optimalizace je tedy
Tl = T — an VE(77,) (3.11)

kde 7 znaé¢i souradnice vSsech atomu a « je Skalovaci koeficient. Tato metoda je vSak

velmi neefektivni v blizkosti minima, kde je gradient VE velmi maly.
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3.2.2 Konjugované gradienty

Metoda konjugovanych gradientu funguje na podobném principu jako steepest descent.
Pro wurceni energeticky vyhodnéjsi struktury opét pouziva gradient energie. Pro
vypocet novych poloh atomu je vSak vyuzito také gradientu z predchozi iterace, coz
vede k rychlejsi konvergenci a nalezeni vysledné struktury. Struktura v n-tém kroku
optimalizace je tedy

Pl = oo — in [VE(Fn) — Bud,y (3.12)

kde a a 3 jsou skélovaci koeficienty a dp_1 je posun v predchozim kroku.

3.3 Molekularni dynamika

Molekuldrni dynamika je vypocetni metoda vychézejici z molekuldrni mechaniky. Ridi
se zakony klasické mechaniky a k vypocétum chovani molekul vyuziva potencidlové

funkce 3.10.

Za predpokladu, ze potencidlni energie FE je v celém systému spojitd
a diferencovatelna v kazdém bodé, coz funkce 3.10 je, je sila pusobici na ¢astici urcena

vztahem

F=—-VE. (3.13)

V klasické mechanice je poloha ¢édstice v urcitém ¢ase spojena s pusobici silou druhym
Newtonovym zakonem
F =mr (3.14)

kde 7 znaéf % a m je hmotnost castice.

Pro integraci pohybovych rovnic je nutné zadat pocdtecni podminky. Vstupnimi
podminkami pro Feseni jsou obvykle znalosti poloh a rychlosti vsech édstic. Resenim
soustavy pohybovych rovnic je funkce popisujici prubéh poloh ¢astic v urcitém cCase —

tzv. trajektorie.
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3.3.1 Integracni algoritmy

Vypocet trajektorie pro mnohocasticové systémy neni analyticky feSitelny, proto je
zapotiebi vyuzit numerickych metod integrace pohybovych rovnic. Verletuv algoritmus
numerické integrace vychazi z Taylorova rozvoje funkei poloh v case (t + At) a (t — At).

Pokud rozvedeme tyto funkce a nasledné je secteme a upravime, ziskdme rovnici
7t + At) = 27(t) — 7t — At) + a(t)(At)?. (3.15)

Pomoci tohoto predpisu se pocitaji nové polohy, zatimco rychlosti zustavaji neurceny.

Alternativni variantou vypoc¢tu je algoritmus zvany Leapfrog. Tuto metodu pouziva

napf. softwarovy balik Gromacs. [10] Vypocet poloh a rychlosti probiha podle vztahu

7 (t + At) = 7(t) +27(t+ %) At (3.16a)
7 (t + %) =7 (t - %) +a(t) At (3.16b)

Dalsi moznosti numerické integrace, ktera narozdil od Leapfrogu nepocita veliciny v
poloviénich ¢asovych krocich, je rychlostni Verletuv algoritmus. Tento zpusob vypoctu

vyuziva napiiklad softwarovy balik Amber. [11]. Matematicky zépis pro algoritmus je
1
Pt + At) = 7(t) + U(t) At + 56(t)(At)2 (3.17a)

ld(t + At) + d(t)] At. (3.17h)

3.4 Analyzy

Vysledkem simulaci jsou trajektorie. Jedna se o soubory dat, v nichz jsou zaznamenany
soutradnice jednotlivych atomu v systému v urcitém case. Popisuji tedy vyvoj struktury
v ¢ase. Pro interpretaci trajektorie je zapotfebi provést kvalitni analyzy atf uz
strukturni, nebo dynamické. Mezi strukturni analyzy ftadime napiiklad detekei
geometrickych parametru, jako jsou vzdalenosti atomu, uhly mezi atomy, dihedrdlni
tdhly mezi tfemi vazbami, nebo délky vazeb. Dalsim néastrojem analyzy je radidlni
distribuéni funkce nebo polomér setrvacnosti. Z téchto udaju jsou déle odvozovany

strukturni parametry systému.

Detaily jednotlivych analyz jsou vysvétleny déle v textu, kde jsou aplikovany na

studovany systém.
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4 Priprava modelu

Pro jakékoliv molekularné dynamické simulace je nejprve zapotiebi nalézt vhodné
parametry pro vypocet energetické funkce. Pro urcité druhy struktur jako naptiklad
proteiny nebo nukleové kyseliny jsou tyto parametry dostupné ve verejnych databazich.
To vsak neni pripad systému studovaného v této praci. Veskeré vypocty za tucelem
parametrizace molekuly byly provedeny v softwarovém baliku Amber. Zde vychdzime

z obecného silového pole GAFF2, jak bylo popsano v kapitole 3.1.3.

4.1 Parametrizace

4.1.1 Parametrizace monomeru

Molekula 3,4,5-TEG-TPP je pomérné velkd a slozita. Jeji parametrizace jako celku by
byla vypocetné velmi naro¢na. Proto byla pro tcely parametrizace vyuzita symetrie

a molekula byla rozdélena na mensi fragmenty.

Ze strukturniho vzorce na obrazku 1.1b lze vidét, ze molekula se sklada ze tii
ruznych c¢asti. Zakladem je porfinovy kruh uprostied, na které se vazi benzenova jadra.
Posledni casti je ethylenglykolovy ftetézec. Proto byla pro parametrizaci molekula

rozdélena na tyto 3 ¢asti, ze kterych bude nésledné slozena cela struktura.

Pti rozdélovani byly v mistech vazeb k dalsim ¢astem pripojeny substituenty, které
vhodné napodobuji chemicky charakter puvodni vazby. Proto parametrizované
molekuly byly 5,10,15,20-tetramethyl-21,23-dihydroporfyrin (struktura na obrazku
4.1a), 3,4,5-trimethoxytoluen (obrézek 4.1b) a 2,5,8,11-tetraoxadodekan (obréazek 4.1c).
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(a) (b) ()

Obrazek 4.1: Struktury jednotlivych parametrizovanych molekul.[13]
Molekuly: (a) 5,10,15,20-tetramethyl-21,23-dihydroporfyrin, (b) 3,4,5-trimethoxytoluen
a (c) 2,5,8,11-tetraoxadodekan.

Pred samotnou parametrizaci byla provedena DFT optimalizace kazdé z molekul
pomoci programu Gaussian. [14] Vystupni soubor byl piekonvertovan do formatu PDB.
Jedna se o standardizovany formét pro popis struktur biologickych struktur, ktery
v sobé mnese informace o polohdch atomu a jejich rozdéleni do molekularnich

fragmentti.[15] Tim byla urcena struktura relaxovanych fragmenti.

Optimalizovand molekula byla vstupem pro vypocet RESP ndboju na jednotlivych
atomech. Potfebny elektrostaticky potencidl byl spoc¢ten ab initio pomoci programu

Gaussian s nasledujicimi vstupnimi parametry

#p hf/6—-31g(d) scf(tight) pop(mk) iop(6/33=2,6/41=10,6/42=17)
Vypis 4.1: Hlavicka vstupniho souboru pro Gaussian se specifikaci metody vypoctu
naboje.

Hartree-Fockova metoda (HF) je zde pouzita kvuli konzistenci se silovymi poli,

které vyuziva program Amber.

Nasledné byl z vystupniho souboru z Gaussianu vytvoren soubor ve formatu PREP

pomoci nastroje antechamber z baliku AmberTools.

Dalsim krokem bylo manudlni odstranéni umeéle pfipojenych substituentu
a prepocitani naboje na jednotlivé atomy. Z PREP souboru byly zkopirovany
soufadnice, atomové typy a naboje jednotlivych atomu do tabulkového editoru. Bylo
zjisténo, ze na symetrickych atomech nebyly napocitany stejné naboje, a proto byla

nejprve provedena manualni symetrizace. 7Z Tetézce byly vybrany skupiny atomu,
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jejichz naboj by mél byt stejny. Tento naboj byl urcéen jako prumeérnd hodnota
napocitanych naboju. Po symetrizaci byly odstranény radky popisujici pridané
substituenty. Dale byly nédboje na zbyvajicim residuu preskalovany, aby byl celkovy
naboj nulovy, pripadné 1 nebo 2 pro protonované porfinové cykly. V piipadé
porfyrinovych kruhi musely byt manualné opraveny topologické znacky. Takto

prepocitané hodnoty byly vlozeny zpét do PREP souboru.

0 0 2
This is a remark line
molecule . res
PGB XYZ 0
CHANGE OMIT DU BEG
0.0000
1 DUMM DU M 999.000 999.0 —999.0 .00000
2 DuMM DU M 999.000 —999.0 999.0 .00000
3 DuMM DU M —999.000 999.0 999.0 .00000
4 C1 ca M 3.511000 4.271000 0.589000 0.292488
5 C2 ca M 3.538000 3.410000 —0.510000 —0.527011
6 H2 ha E 2.900000 2.531000 —0.486000 0.162319
7 C3 ca M 4.348000 3.682000 —1.619000 0.266158
8 C4 ca M 5.156000 4.825000 —1.593000 —0.527011
9 H1 ha E 5.804000 5.071000 —2.429000 0.162319
10 C5 ca M 5.138000 5.693000 —0.500000 0.292488
11 C6 ca E 4.309000 5.426000 0.601000 —0.121749
LOOP
C1 C6
IMPROPER,

c3 (1 C2 H2
c3 G5 C4 HI

DONE
STOP

Vypis 4.2: Ukazka vypisu z PREP souboru. Soubor popisujici trimethoxytoluen po

odstranéni methoxy skupin.

Déle byl z PREP souboru ziskan soubor s parametry potfebnymi k urceni topologie.

Topologie je textovy soubor popisujici atomy, vazby a thly v daném systému.
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(a) porfin ) benzenové jadro c) alifaticky retézec

Obrazek 4.2: Vizualizace jednotlivych ¢asti neutralnitho monomeru po parametrizaci.[16]

(c) nédboj 2"

Obrazek 4.3: Vizualizace ruzné protonovanych porfinovych jader po parametrizaci.[16]
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Soubor s parametry a PREP se staly vstupy pro program tLEaP z Amberu, jehoz
vystupnimi soubory jsou topologie a soufadnice parametrizované struktury. Timto

procesem proslo vSech 5 ruznych struktur graficky vyobrazenych na obrézcich 4.2 a 4.3.

Po parametrizaci jednotlivych samostatnych c¢asti bylo provedeno sjednoceni téchto
struktur v jednu. Prvnim krokem bylo sefazeni fadku v PDB souboru popisujicim celou
molekulu 3,4,5-TEG-TPP tak, aby bylo mozné oddélit atomy z jednotlivych ¢asti do
oddilu. Tyto oddily byly manualné oddéleny klicovym heslem TER. Jednotlivé oddily
byly manuédlné prejmenovany tak, aby tzv. jméno rezidua popisujici molekulu
odpovidala zkratce spravné parametrizované casti. Oddily byly sekvenéné ocislovany.
V ramci kazdého oddilu byly fadky setazeny tak, aby jejich poradi odpovidalo potadi
v souborech PREP popisujicich jednotlivé ¢asti. Toto Tazeni bylo opét provadéno

manualné.

Byl vytvoren vstupni soubor pro tLEaP pro ziskani topologie.

source leaprc.gaff2

#PREP soubory

loadamberprep benzen.prep
loadamberprep ethylenglykol.prep

loadamberprep porfin.prep
#soubory s parametry
loadamberparams benzen .prm
loadamberparams ethylenglykol .prm
loadamberparams porfin .prm

x = loadpdb porphyrin.pdb

saveamberparm x porphyrin.top porphyrin.crd

quit

Vypis 4.3: Vstupni soubor tLEaPu pro ziskani topologie porfyrinu.
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Obrazek 4.4: Vizualizace struktury z tLEaPu po provedeni prikazu vypsanych v kodu 4.3.

V této struktute jesté nejsou definovany vazby mezi jednotlivymi fragmenty.

7 obrazku 4.4 je patrné, ze parametrizovana struktura neni propojena v jednu
molekulu. Vazby mezi jednotlivymi fragmenty musely byt manudlné pridany do

vstupniho souboru tLEaPu pomoci nésledujicich prikazu

#nova vazba je definovana cisly rezidui a konkretnimi atomy
bond x.1.C5 x.2.C3 # atomy C5 z rezidua 1 a C3 z rezidua 2
bond x.1.C13 x.14.C3
bond x.1.C19 x.10.C3

Vypis 4.4: Vstupni soubor tLEaPu pro ziskani topologie porfyrinu s definovanymi
vazbami mezi fragmenty.

Cislo znaéf sekvenéni ID fragmentu a za nim je pak jméno atomu, ktery bude spojen

vazbou. Vyslednd neutralni struktura 3,4,5-TEG-TPP je zobrazena na obrazku 4.5.
Soubor s parametry pro celou strukturu byl vytvoren manualné. Byl zkopirovan jiz

existujici soubor parametru. Chybéjici parametry byly doplnény manuélné ze souboru

parametru silového pole GAFF2.
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Obrazek 4.5: Vizualizace struktury z tLEaPu po provedeni prikazu vypsanych v kodu 4.4.

Topologie nabitych struktur byly vytvoreny modifikaci PREP souboru ptidanim
vodiku na pyrolové dusiky. Rozdil byl proveden ve vstupnim souboru pro tLEaP. Misto

parametru pro neutralni porfyrinové jadro byly nacteny parametry pro nabité.

Pro validaci ziskanych parametru byla Skolitelem provedena DFT optimalizace
a vypocty vibracnich spekter pomoci druhych derivaci energie. Vibrace molekuly jsou
totiz dany zakiivenim harmonickych potencidlu popisujici jejich vazby a valenéni thly,
tedy hodnotami silovych konstant k., a k,. Pro model vytvoreny molekularni
mechanikou lze uréit pouze polohy peaku ve spektru bez jejich intenzity. Vibraéni

spektra jsou na obrazku 4.6.

Polohy peaku obou vibraénich spekter se mnachazeji ve velmi podobnych
frekvencnich pasmech, coz indikuje, ze silové konstanty z GAFF2 jsou vhodné k popisu
této molekuly. Polohy minim interakéni energie jsou vzdjemné posunuty ptiblizné
0 0,5 A, ale hodnota energie ve velkych vzdalenostech konverguje ke stejné hodnoté.
Presnost byla pro ucely této prace vyhodnocena jako dostatecna a parametry nebyly

dale ménény.
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Obrazek 4.6: Srovnani vibracnich spekter modelu vytvorenych molekularni mechanikou

(modrd) a kvantovymi vypocty (¢ervend).
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Obréazek 4.7: Srovnani krivek interakéni energie mezi porfyrinovymi kruhy ziskanych

z DFT vypoctu (¢ervené) a molekuldrni mechaniky (modfe).
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4.1.2 Parametrizace dimeru

Ze til ruzné mnabitych monomeru lze vytvorit celkem 6 ruznych dimeru
(neutrdlni-neutrdlni, neutralni-1* neutralni-2*, 1*t-1*t 1727 a 27-2%). Postup
parametrizace byl stejny jako u monomeru. Pro tLEaP bylo zapottebi vytvorit PDB
soubor popisujici strukturu daného dimeru. Pro vytvoreni potiebného PDB souboru

byl vytvotren jednoduchy skript. Jeho vypis je oznacen jako 4.5.

#!/bin /bash

coordshift -G —z —2.5 unit.pdb —o mono—1.pdb
coordshift -G —t 50.0 —z 2.5 unit.pdb —o mono—2.pdb

echo "TITLE Dimer” > dimer.pdb
grep —v TITLE mono—1.pdb | grep —v END >> dimer.pdb
grep —v TITLE mono—2.pdb | grep —v END >> dimer.pdb

pdbrenum dimer.pdb > dimer.tmp
mv dimer.tmp dimer.pdb

Vypis 4.5: Zdrojovy kod programu pro vytvoireni PDB souboru popisujiciho strukturu
dimeru. ”Coordshift”a ” pdbrenum”jsou kody vyvinuté skolitelem pro manipulacemi se

soutadnicovymi soubory.

Pouzity soubor unit.pdb je soubor popisujici neutralni monomer. Vysledny soubor
dimer.pdb popisuje strukturu neutralnitho dimeru vizualizovanou na obrazku 4.8.

Jednotlivé molekuly jsou viiéi sobé otoceny o 50° a posunuty o 5 A.

Po vytvoreni PDB souboru byla pomoci tLEaPu vytvorena topologie pro neutralni
dimer. Vstupni soubor byl vytvofen upravou vstupniho souboru pro parametrizaci
monomeru. Uprava zahrnovala zménu nazvu PDB souboru a pridani radku s vazbami

mezi fragmenty druhé molekuly.
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Obrazek 4.8: Vizualizace neutralni struktury popsané v souboru dimer.pdb

Pro topologie ruzné nabitych dimeru bylo zapotiebi v PDB souboru upravit jméno
residua (fragmentu) u porfyrinovych jader, aby bylo mozné je od sebe rozeznat.
V nacitanych PREP souborech pro strukturu ruzné nabitych porfyrinovych cykla byly
manudalné zménény zkratky v hlavicce tak, aby odpovidaly ruznym ndzvum jader

v molekulach.

Takto byly vytvoreny topologie pro v8ech 6 ruznych variant dimeru.
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4.1.3 Parametrizace agregatu

Ke stavbé agregatu byl pouzit stejny pristup jako pii tvorbé dimeru. Agregat byl
sestaven z osmi neutralnich molekul. Tyto molekuly byly vzajemné otoceny vzdy o 50°

a posunuty o 4 A. Vizualizace struktury agregétu je zobrazena na obrdzku 4.9.

Obrazek 4.9: Vizualizace pocatecni struktury agregatu. Centralni porfyrinové kruhy jsou

zvyraznény tucne.

4.2 Priprava solvatovanych modelia

4.2.1 Solvatace monomeru a dimeru

Pro simulace chovani latky v roztoku je zapotiebi umistit parametrizované modely do
boxu s vodou. Pro potieby simulaci byl zvolen model vody TIP3P [17]. Box s vodou byl
k modelu generovan pomoci tLEaPu podobné jako pti vytvareni topologie. Do vstupniho
souboru byl kromé leapre.gaff2 nacten také leaprc.water.tip3p a pod definici vazeb mezi

fragmety byla pfipsana fadka z vypisu 4.6.

solvatebox x TIP3PBOX {12.0 10.0 23.0}

Vypis 4.6: Rédka piipsana do vstupniho souboru 4.4 definujici solvataéni box.

Timto ptrikazem byl generovan box kolem modelu tak, ze ve sméru z byl od

struktury ke sténé boxu byla vzdélenost 12 A na obé strany, ve sméru y pak 10 A a ve
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sméru z 23 A. Rozméry jsou rizné pro jednotlivé smeéry, aby byl vytvoren kubicky tvar
boxu, ktery vyhovuje nasim simulacim. Vysledny box mé rozmér 65 A na kazdé strané.
Simulace s timto boxem pak probihaly v periodickych okrajovych podminkéch.
Dostatecnd velikost boxu umoznila pouzit presny cutoff 12 A pro vyéisleni
elektrostatickych interakeci metodou Ewaldovy sumace [18]. Vizualizace boxu je na

obrazku 4.10.

Obrazek 4.10: Vizualizace monomeru v solvata¢nim boxu. Molekula porfyrinu uprostied

boxu je zvyraznéna tucné.

V pripadé nabitych molekul byly do boxu pridany také ionty chloru pro vyrovnani
celkového naboje na nulu. Pfidédni chloru bylo provedeno pii solvataci tLEaPem tak, ze

do vstupniho souboru byla ptridana radka z vypisu 4.7.

addions x Cl— 0.0

Vypis 4.7: Radka pfidand do vstupniho souboru 4.4 pro neutralizaci naboje systému

umisténim spravného poctu zaporné nabitych iontu do boxu.

Timto piikazem je v systému vygenerovano tolik iontu chloru, aby celkovy néboj
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modelu byl nulovy.

Stejny postup byl opakovan pro dimery.

V takto vytvoreném modelu mohly byt nékteré atomy piilis blizko u sebe. Aby
byly nezadouci blizké kontakty eliminovany, byla provedena kratka optimalizace pomoci
nastroje sander ze softwarového baliku Amber. Pro optimalizaci byl napsan vstupni

soubor 4.8 a skript pro spusténi 4.9

Geometry optimization
&centrl
imin=1,maxcyc=1000,ncyc=100,
ntx=1,irest=0
cut=12.0,
nxto=1,ioutfm=0,ntpr=1,
ntb=1,iwrap=1

/

Vypis 4.8: Vstupni soubor pro optimalizaci systému metodou steepest descent (prvnich
100 kroku) a nésledné metodou konjugovanych gradientu (max. 1000 kroku).

#!/bin /bash

module load amber/19

sander —O\
—1 optimalizace.inp)
—o0 optimalizace.out)\
—r optimalizace.rst)\
—p solvatace.top)

—c solvatace.crd
Vypis 4.9: Skript pro optimalizaci systému pomoci nastroje sander. Na vstupu je
konfiguracéni soubor (inp), topologie (top) a soutadnice (crd) systému. Vyslednd

struktura je ulozena do restart souboru (rst), zatimco prubéh vypoctu je popsan ve
vystupnim souboru (out).
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4.2.2 Solvatace agregatu

Pro tvorbu modelu solvatovaného agregatu byl nejprve pouzit stejny pristup jako
u monomeru a dimeru. S timto pristupem se objevil problém béhem stlacovani
popsaného v kapitole 4.2.3. Pti kazdém pokusu se agregat rozvolnil a rozpadl patrné
kvuli spatné pocatecéni hustoté vody v okoli agregatu. Proto musel byt zménén postup

pri tvorbé modelu.

V dalsim kroku byl tedy pro vytvoreni modelu napsan specidlni skript. Vstupnimi
soubory pro néj byl PDB soubor popisujici strukturu samotného agregatu a PREP
soubor popisujici model molekuly vody. Mezi vstupni parametry pak patii rozméry

boxu a pocet molekul vody.

Rozméry boxu byly uréeny podle rozmeéru ziskanych z predchozich pokusu vytvorit
model. Poc¢et molekul vody byl vypoéitan nésledujicim zpusobem. Nejprve byl
pripraven box se 64 molekulami TIP3P modelu vody. Tento box byl ohiivan
a stlacovan tak, aby teplota a hustota odpovidaly potfebnym hodnotam pro solvataci
agregatu. 7 tohoto modelu byl urcen objem Vi,o jedné molekuly vody vydélenim
celkového objemu boxu poc¢tem molekul. Dale byl pouzit objem boxu se solvatovanym
agregatem Vi z neuspésného pokusu o solvataci. Nasledné byl vypocitan objem

agregatu V4 pomoci vztahu

VA = Vi - Nw : VH207 (41)

kde N, je pocet molekul vody v neispésném modelu.

Od celkového objemu vytvareného boxu byl odecten objem agregiatu V4. Tento
rozdil odpovida objemu vody v modelu. Rozdil byl nédsledné vydélen objemem jedné

molekuly vody, ¢imz byl ziskdn hledany pocet molekul vody v boxu.

Vystupem z tohoto programu je PDB soubor popisujici agregat v boxu s predem
stanovenym poctem molekul vody. Tento PDB soubor poslouzil jako vstup do tLEaPu,

kterym byla vytvorena topologie modelu.
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4.2.3 Ohrivani a stlacovani systému

Sestaveny systém jesté neodpovida redlnému roztoku. Vodny roztok nemé odpovidajici
hustotu a teplotu. Proto je dalsim krokem ohiivani. Ohfivani systému s monomerem
probéhlo v ramci jedné MD simulace. Vstupni soubor pro ohfivani monomeru je vypsan

ve 4.10. Pro spusténi simulace byl vytvoren jednoduchy skript z vypisu 4.11.

MD, NVT, no constraints

&centrl
imin=0,nstlim=50000,dt=0.001,
ntx=1,irest =0,
ntf=1,ntc=1,cut=12.0,nsnb=10,
tempi=200.0,temp0=300.0,
ntt=3,gamma_In=1.0,
ntxo=1,ioutfm=0,
ntwr=1000,ntwx=1000,ntpr=100,
ntb=1, iwrap=1

/

Vypis 4.10: Vstupni soubor pro ohiivani solvatovaného systému béhem 50 000 kroku MD
simulace s casovym krokem 1 fs. Pocatecni teplota je nastavena na 200 K a postupné
zvysovana na 300 K pomoci Langevinova termostatu.

#!/bin /bash

module purge

module load amber/23

sander —O —i heating.inp —o heating.out —r heating.rst \
—x heating.trj —inf heating.inf —p solvatace.top \

—c optimalizace.rst

Vypis 4.11: Skript pro spusténi ohiivani systému. Vysledna trajektorie je ulozena v trj
souboru.
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Zahiivani systému s dimery a agregatem bylo provadéno v nékolika krocich.
V kazdém nésledujicim kroku byly molekuly fixovany k puvodnim polohdm mensi silou,
aby pri ohfivani systému nedoslo k nechténému rozpadu struktur, ale zaroven aby
dochéazelo k postupnému uvolnovani. Tato fixace byla provedena zménou ve vstupnim

souboru. Na konec byly pridany tadky z vypisu 4.12.

Fixovani ringu
500.0

RES 1

RES 18

END

END

Vypis 4.12: Specifikace pozi¢niho fixovani dimeru.

Cislo na druhém fadku specifikuje silovou konstantu harmonického potencidlu
vybranych residui (RES 1 a 18 jsou porfyrinové jadra). Snizovdnim této konstanty bylo
provedeno postupné rozvolnovani dimeru do stavu bez umélé fixace. Celkem byly
provedeny 4 simulace s cilem ohrati systému na 300 K s konstantami 500, 250,

50 keal/mol/A? a bez fixace.

Ke kontrole prubéhu kazdé simulace slouzilo grafické zobrazeni prubéhu teploty,

potencialni a kinetické energie systému.

Po ohiati systému na pozadovanou teplotu byla stlacovanim boxu upravena hustota
solventu. Stlacovani bylo provedeno opét nastrojem sander. Byl pripraven vstupni
soubor a program pro spusténi. Stlacovani probéhlo ve vSech piipadech v ramci jedné

simulace.
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Obrézek 4.11: Graf prubéhu teploty (7}.), potencidlni (E,,) a celkové energie (Eio)
modelu solvatovaného neutralniho monomeru béhem ohiivani. Relaxace probéhla béhem

prvnich 5 ps.

MD, NVT, no constraints

&centrl
imin=0,nstlim=100000,dt=0.001,
ntx=95,irest =1,
ntf=1,ntc=1,cut=12.0,nsnb=10,
temp0=300.0,
ntp=1, presO=1, taup=1,
ntt=3,gamma_In=1.0,
ntxo=1,ioutfm=0,
ntwr=1000,ntwx=1000,ntpr=100,
ntb=2, iwrap=1

/

Vypis 4.13: Vstupni soubor pro stlacovani solvatovaného systému béhem 100 000 kroku

s casovym krokem 1 fs a teplotou 300 K.
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#!/bin /bash

module purge

module load amber/23

mpirun —n 16 sander .MPI —O \
—1 pressing.inp —o pressing.out —r pressing.rst \
—x pressing.trj —inf pressing.inf —p solvatace.top \
—c heating.rst

Vypis 4.14: Skript pro spusténi stlacovani systému.

Po skonceni simulace byla provedena kontrola prubéhu pomoci ¢asového vyvoje
celkové a potencialni energie, teploty a hustoty solventu. Ilustrativni casové vyvoje

téchto veli¢in jsou znazornéné v grafu na obrazku 4.12.
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302 1
300
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Obrazek 4.12: Graf prubéhu celkové (Ey,) a potencidlni energie (E,q), teploty (Tis)

a hustoty (pi) systému s neutrdlnim monomerem béhem stlacovéni.
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5 Analyzy trajektorii

Simulace chovani jednotlivych struktur ve vodném roztoku byly provadény
v softwarovém baliku Gromacs, ktery je dostupny na naSem lokdlnim klastru a je
optimalizovan pro dlouhé MD simulace. Protoze modely byly ptipraveny pomoci
Amberu, bylo zapotiebi prekonvertovat soubory do formatu pro Gromacs. Toho bylo

docileno pomoci amb2gro_top_gro.py skriptu z baliku AmberTools.

Chovani systému bylo simulovano molekularni dynamikou s fixovanim vazebnych
délek vodiku algoritmem LINCS [19]. Proto mohl byt ¢asovy krok zvétsen na 2 fs. Bylo
provedeno celkem 50000000 kroki (100 ns) a cut-off byl nastaven na 12 A. Pro
samotnou simulaci byl napsan vstupni soubor ve vypisu 5.1 a program pro spusténi

vypoctu na clusteru ve vypisu 5.2.
Vystupem ze simulace je trajektorie v komprimovaném formatu XTC. Zbézna

kontrola prubéhu simulace byla vzdy provedena pomoci vizualizace prubéhu potencialni

a celkové energie a teploty.
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integrator
dt

nsteps

nstxout
nstxout—compressed
nstlog

nstenergy

nstcalcenergy

cutoff—scheme
nstlist

nstcalclr

pbc
periodic_molecules

rlist

coulombtype
pme—order
fourier —spacing
r_coulomb
ewald_rtol

ewald_geometry

vdwtype
vdw—modifier
rvdw—switch

rvdw

constraints

constraint —algorithm

gen—vel
tcoupl
nsttcouple
tc—grps
tau—t
ref—t

annealing
pcoupl
comm_mode

nstcomm

Vypis 5.1: Vstupni soubor pro simulaci v Gromacsu

md
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50000000

0
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0
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Verlet
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Xyz
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PME
4
0.15
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h—bonds
LINCS
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Nose—Hoover
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System
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300.0
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linear
100
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#!/bin /bash
#PBS —1 nodes=1:ppn=12
#PBS —N mono+0

NAME="gromacs—md—1"
CRD="gromacs . gro”
TOP="gromacs . top”
GMX="gmx_mpi”

SCRATCH=/scratch /vysloj02

cd $PBS.O_-WORKDIR
rm —f ${NAME}. tpr

${GMX} grompp —maxwarn 1 —c ${CRD} —p ${TOP} \
—f ${NAME}.mdp —o ${NAME}.tpr

rm —f mdout.mdp

if [ ! —f ${NAME}.tpr |; then

exit; fi

cp ${NAME}.tpr $SCRATCH/
cd $SCRATCH

${GMX} mdrun —s ${NAME}.tpr —cpo ${NAME}.cpt —g ${NAME}.log \
—o ${NAME}.trr —x ${NAME}.xtc —c ${NAME}.gro —e ${NAME}.edr

mv ${NAME} .+ $PBS.O.WORKDIR/

rm —f *

Vypis 5.2: Kéd pro spusténi simulace na lokalnim klastru.
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5.1 Monomery

Z trajektorie monomeru byl urcen vyvoj poloméru setrvacnosti (tzv. gyration radius)
v case. Z této veliciny lze usuzovat rozlozeni atomu molekuly v prostoru. Cim véts je
hodnota této veli¢iny, tim vétsi je prostor, ve kterém je hmota rozlozena. 7 casového
vyvoje lze urcit, zda se molekula rozklada do sitky, ¢i se sbaluje do tésnéjsiho

usporadani.

115 T T T T

11

10.5

10 |-

Polomér setrvacnosti [A]

9.5

0 20 40 60 80 100
Cas [ns]

Obréazek 5.1: Graf zavislosti poloméru setrvacnosti na case pro neutralni monomer.

Graf zavislosti poloméru setrvacnosti na case pro neutralni monomer je na obrazku
5.1. Polomeér setrvacnosti v prubéhu simulace osciloval mezi hodnotami 9 a 11 A bez
patrného narustu nebo poklesu. Z toho lze usuzovat, ze nedoslo k vyraznému sbaleni
fetézcu kolem porfyrinového jadra a struktura zustala po celou dobu pfiblizné

v usporadani jako na obrazku 5.2. Stejny prubéh byl pozorovan i pro nabité monomery.
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Obréazek 5.2: Struktura neutralntho monomeru na konci produktivni simulace.

Déle byl proveden vypocet radialni distribuc¢ni funkce. Tato funkce urcuje
pravdépodobnost vyskytu ¢astice nebo skupiny ¢astic ve vzdéalenosti r od pozorovaného
atomu, kterd je normovéana na jednotkovou hustotu v objemu. Byla vypoc¢itana radialni
distribuéni funkce zvlast pro vodiky a kysliky z atomt vody ve vztahu k dusikiim
v porfyrinu. Funkce pro strukturu neutralniho monomeru jsou vykresleny na obrazku

5.3.

Z grafu je patrné, ze prvni solvatacni vrstva se nachdzi ve vzdalenosti 2 az
4 A v zavislosti na protonaci. Z riznych poloh peaki pro vodiky a kyslik lze usuzovat,
ze voda se k porfyrinu natdci blize vodiky pro pifpad neutrélniho a 17 monomeru.
Naopak u 2% struktury jsou vody natocené kyslikem k porfyrinu. Proto je prvni peak
pro vodikovou funkci posunut do mensi vzdélenosti. Vlivem dipdlové interakce vody s

nabijejicim se porfyrinem se tak evidentné zvétsuje solvatacni interakce.
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Obrazek 5.3: Radialni distribuéni funkce detekujici prumeérnou hustotu kysliku (a)

a vodiku (b) okolo pyrrolovych dusiki béhem simulace.

37



5.2 Dimery

Z trajektorie dimeru byl wuréen ¢asovy prubéh vzdalenosti mezi jednotlivymi
molekulami 3,4,5-TEG-TPP. Vzdalenost byla poc¢itana mezi dvojicemi dusiku
z jednotlivych monomeru, aby bylo mozné detekovat i piipadnou vzdjemnou rotaci
monomeru v dimeru. Vyvoj vzdédlenosti mezi dvéma neutralnimi molekulami v dimeru

je graficky zobrazen na obrazku 5.4.

55 T T T T

Vzdalenost [A]
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Cas [ns]

Obrazek 5.4: Graf vyvoje vzdalenosti mezi dvéma neutralnimi molekulami
3,4,5-TEG-TPP béhem simulace.

Z casového vyvoje vzdalenosti bylo usuzovano na stabilitu dimeru. Z grafu 5.4 je
patrné, ze vzdéalenost béhem celé simulace oscilovala. Stfedni hodnota vzdélenosti byla
uréena jako 3,71 A a smérodatnd odchylka jako 0,25 A. V simulovaném Easovém
horizontu byl neutralni dimer stanoven jako stabilni. Nedochazi ani k rozvolnéni ani

k vzajemné rotaci monomeru.
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Velmi podobné vysledky byly ziskany i pro ostatni dimery s ruznymi kombinacemi
naboju. Jedinou vyjimkou se stal dimer slozeny ze dvou molekul s ndbojem 2*. Prubéch

vzdélenosti pro tento dimer je popsan grafem na obrazku 5.5.

12 T T T T

vzdalenost [A]

0 20 40 60 80 100
Cas [ns]

Obrazek 5.5: Graf vyvoje vzdalenosti mezi dvéma molekulami 3,4,5-TEG-TPP s ndbojem
2% behem simulace.

7, casového vyvoje lze Tici, ze v ¢ase 30 ns se zacaly jednotlivé molekuly vzdalovat.
Vzajemnd vzdélenost se ustdlila na 11 A. Z toho je patrné, ze i pres rozpad dimeru
spolu molekuly interaguji postrannimi retézci. Vyslednd struktura ze simulace tohoto
dimeru je na obrazku 5.6. Jak je vidét, dimer neni zcela disociovany — monomery jsou
provazany glykolovymi fetézci — ale vlivem velmi silné elektrostatické repulze doslo

k rozvolnéni struktury.
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Obrazek 5.6: Struktura dimeru molekul s ndboji 2% po 100 ns simulace v roztoku se

zvyraznénymi porfyrinovymi jadry.

5.3 Agregat

Po skonc¢eni simulace byla nejprve vizudlné zkontrolovana vysledna struktura. Ta je
vyobrazena na obrazku 5.7. Na této struktufe doslo k rozvolnéni v nékolika mistech.
Nebyla proto vhodna k protonaci a néaslednému zkoumani vlivu velikosti agregatu na

stabilitu.

Proto byl postaven novy model podle postupu popsaného v kapitole 4.2.2. Byla
oviem zkricena vzdalenost mezi jednotlivymi molekulami ze 4 na 3 A. Tento model byl
dale ohfivan a stlacovan podle kapitoly 4.2.3. Nasledné byla spusténa simulace tohoto
systému a analyzovana jeji trajektorie. Vyslednd struktura ze simulace tohoto agregatu

je na obrazku 5.8.

Také v tomto pripadé doslo ke zlomum v nékolika mistech. Z této skutecnosti
vyplyvéd, ze neutralni agregat s pravidelnym usporadanim monomeru ve stackovém

uspotradani neni ve vodé stabilni.
7 vysledné struktury je také patrné, ze ptestoze cely agregat je nestabilni, rozpadl

se na nékolik stabilngjsich utvaru. Timto rozpadem vznikly dva neutralni dimery, coz je

v souladu s predchozim pozorovanim na simulaci samotného dimeru.
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Obrézek 5.7: Struktura agregétu s puvodnimi vzdélenostmi 4 A mezi molekulami po

skonceni 100 ns simulace se zvyraznénymi porfyrinovymi jadry.

Obrézek 5.8: Struktura agregitu s puvodnimi vzdélenostmi 3 A mezi molekulami po

skonceni 100 ns simulace se zvyraznénymi porfyrinovymi jadry.
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6 Opticka a magneticka spektra

Vzorkovani je proces, kterym se z trajektorie vybira urcity pocet struktur, z nichz jsou
nasledné uréovany ruzné statistiky a vlastnosti systému. Z trajektorii pro ruzné nabité
monomery bylo vzorkovanim ziskano vzdy 100 struktur rovnomeérné rozlozenych béhem
100 ns dlouhé trajektorie. Mezi jednotlivymi vzorky byl tedy ¢asovy interval 1 ns, ktery
je dostatecné dlouhy na to, aby byly vzorky povazovany za statisticky nezavislé. Pro

vzorkovani byl pfipraven skript z vypisu 6.1.

#!/bin /bash
module load gromacs/2023.3

NAME=gromacs—md-—1

gmx trjconv —f ../$NAME. trr —s ../$NAME. tpf —mn ../$NAME.ndx \

—o0 sample.gro —s 500 —pbc mol — center —sep

Vypis 6.1: Zdrojovy kéd skriptu na vzorkovani trajektorii.

6.1 UV/VIS spektra

Na jednotlivych strukturach ziskanych vzorkovanim z trajektorii byla pomoci softwaru

Gaussian vypocitana absorpéni spektra v oblasti viditelného svétla.

Vzhledem k velikosti a ¢asové narocnosti byl vypocet proveden semiempirickou

metodou ZINDO. Konkrétni metoda byla definovana v hlavi¢ce vstupnich souboru.
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#p ZINDO(NStates=10) SCF(Tight ,QC, MaxCycle=250)

Vypis 6.2: Specifikace parametru vypocetni metody absorpcniho spektra v oblasti
UV/VIS. Na kazdém vzorku bylo napocitdno 10 excitovanych stavi a optické spektrum

bylo uréeno z prechodu mezi nimi.

Ze vsech 100 napocitanych spekter na jednotlivych strukturach byl uréen prumeér.

Prumérnd abosrpcni spektra jsou na obrazku 6.1.
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Obrazek 6.1: Napocitana absorpéni spektra v oblasti viditelného svétla pro ruzné nabité

monomery (prumeér ze 100 vzorku).

6.2 NMR spektra

Na strukturach vybranych vzorkovanim z trajektorie byla vypocitana NMR spektra
opét za pouziti softwaru Gaussian. Pro vypocet magnetickych spekter byla zvolen
metoda DF'T, jejiz specifikace je ve vypisu 6.3. Jako referencni hodnota pro vypocet

bylo pouzito spektrum tetramethylsilanu vypocitané stejnou metodou.

#p wb97xd/6—31g SCF(Tight ,XQC, MaxCycle=250) NVMR
Vypis 6.3: Specifikace parametru pro vypocet NMR spektra na strukture.
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Ze vsech ziskanych spekter byl urcen prumér. Pro ilustraci byla vypocitana
i prumeérnd spektra pro vSechny skupiny ekvivalentnich vodiku na strukture. Vyslednd

spektra pro neutralni strukturu jsou vykreslena na obrazku 6.2.

Spektra ziskana touto metodou byla pocitana ve vakuu, proto byl proveden vypocet
spekter na stejnych vzorcich také upravenou metodou, ktera do vypoctu zahrne
elektrostatické stinéni mimikujici vodné prostiedi (tzv. implicitni solvent). Jeji

specifikace je ve vypisu 6.4.

#p wb97xd/6—31g SCF(Tight ,XQC, MaxCycle=250) NMR
SCRF (IEFPCM, Solvent=Water)

Vypis 6.4: Specifikace parametru pro vypocet NMR spektra na struktufe.
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Obréazek 6.2: Prumérné NMR spektrum pro celou neutrdlni strukturu a jednotlivé

skupiny ekvivalentnich vodik.

Z vypocitanych spekter bylo uréeno prumérné spektrum. Spektrum pro neutralni

strukturu v roztoku je na obrazku 6.3.
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Obréazek 6.3: Solvatacni efekt na NMR spektrum neutralni struktury.
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7 Porovnani s experimentem

7.1 Stabilita dimeru

Ovétovand hypotéza mluvi o stabilnich dvakrat a tfikrat protonovanych dimerech.
Z trajektorii ruzné nabitych dimeru vychazeji jako stabilni vsechny kombinace kromé

struktury s celkovym ndbojem 4.

Stabilita v pocitané trajektorii muze byt dana kratkym casovym tusekem, ktery byl
simulovan — k rozpadu muze dojit az po 100 ns. Proto byly Skolitelem urceny profily

volnych energii jednotlivych struktur pomoci tzv. metadynamiky. Grafy jsou

vyobrazeny na obrazku 7.1.
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Obrazek 7.1: Profily volnych energii pro ruzné nabité dimery.

46



Z profilu volné energie vychdzi{ jako nejstabilnéjsi dvakrdt protonovany 1t — 1%
a tiikrdt protonovany 17 — 2% dimer. Prubéh volné energie u dimeru neutrdlni — 2%
také mnaznacuje stabilitu, prestoze lokalni minimum neni tak hluboké. Za timto
minimem se nachdazi vyrazna energeticka bariéra, kterou je obtizné prekonat, a tak se
dimer stabilizuje s porfyrinovymi cykly ve vzdédlenosti asi 7 A. Ostatn{ struktury maji
prubéhy volné energie rozvleklé bez vyraznych minim a bariér, a proto se budou jadra

volné vzdalovat a priblizovat v ramci pomérné Sirokych intervalu vzdéalenosti.

Dimer 2% — 2% vychdzi z prubéhu volnych energii jako nejméné stabilni.
7 trajektorie byl urcen jako nestabilni a vzdélenost porfyrinovych jader se ustélila
piiblizne na 11 A (viz obrdzek 5.5). V této vzdélenosti se také nachézi lokdln

minimum volné energie.

Experimentalni hypotéza o stabilite 17 — 11 a 1t — 27 nabitych dimeru se zd4 byt

spravna. Tyto dimery by skutecné mély tvorit stabilni produkty v kyselém prostiedi.

7.2 UV/VIS spektra

Vypocitand UV/VIS spektra z kapitoly 6.1 byla porovndna s experimentalné
naméfenymi spektry Dr. Labutou (NIMS, Japonsko). Experimentalni data jsou na

obrazku 7.2. K protonaci byla v experimentu pouzita kyselina kafrsulfonova.

Napocitané optické spektrum z obrdazku 6.1 neodpovidd experimentalnim datum
v grafu 7.2. Spektrum ziskané pro neutralni monomer ma nejvétsi peak v oblasti asi
400-450 nm stejné jako v experimentdlnim spektru. Monomer s nébojem 17 mé
nejvétsi peak posunuty do oblasti 450 - 500 nm. Zde se jiz spektra zacinaji lisit. Ovsem
nejveétsi rozdil byl ziskén pro monomer s ndbojem 2. V tomto pripadé vznikl Siroky

band ve vlnovych délkach 450 - 600 nm.

Rozdilnost napocitanych a naméfenych spekter muze zpusobovat pritomnost
kyseliny kafrsulfonové v roztoku. Proto byl skolitelem postaven model monomeru 1%
a 27 za piftomnosti jedné, respektive dvou molekul kyseliny. Vizualizace systému

s ndbojem 21 a dvéma molekulami kyseliny je na obrdzku 7.3.
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Obrézek 7.2: Experimentalné namérend UV /VIS spektra 3,4,5-TEG-TPP (Dr. Labuta).
Pii zvysujici se koncentraci kyseliny kafrsulfonové dochazi k poklesu peaku v oblasti

400 nm, narustu v 500 nm a vzniku peaku priblizné v oblasti 650 nm.

Obréazek 7.3: Vizualizace struktury se dvéma molekulami karfsulfonové kyseliny.

Zvyraznéné molekuly kyseliny jsou elektrostaticky drzeny pobliz porfyrinového kruhu.

Na téchto modelech byla spusténa stejna simulace a na 100 vzorcich napocitano
UV/VIS spektrum, které bylo nésledné zprumeérovano. Spektra napocitand na

modelech bez kafrsulfonové kyseliny a s kyselinou jsou na obrazku 7.4 a 7.5.
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Obrézek 7.4: Napocitané optické spektrum na monomeru 11 s piitomnosti a bez

pritomnosti kyseliny kafrsulfonové.
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Obrézek 7.5: Napocitané optické spektrum na monomeru 2% s piitomnosti a bez

pritomnosti kyseliny kafrsulfonové.

49



Z grafu na obrazcich 7.4 a 7.5 je patrné, ze pritomnost kyseliny m& na optické
spektrum vliv. Pro systémy, ve kterych je kyselina piitomna, se peak posouva blize do
experimentalné nameérené oblasti. Ani tato napocitand spektra vsak neodpovidaji
presné experimentdlnim datum. Spektrum muze byt dale ovlivnéno pritomnosti

stabilnich dimeru. Tento efekt je predmétem dalstho zkoumani.

7.3 NMR spektra

Vypocitana NMR spektra z kapitoly 6.2 byla opét porovnana se spektry namérenymi
Dr. Labutou (NIMS, Japonsko). Experimentalné zmétend spektra jsou na obrazku 7.6.
Spektra byla méfena se zvysujici se koncentraci kyseliny kafrsulfonové pro zajisténi

protonace porfyrinu.
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Obrazek 7.6: Experimentalné namérend NMR spektra s ruznou koncentraci kyseliny

kafrsulfonové (Dr. Labuta). Koncentrace se smérem nahoru zvysuje.



Po srovnani vypocitaného spektra pro neutralni strukturu na obréazcich 6.2 a 6.3
s naméfenym spektrem na obrazku 7.6 je patrné, ze spektra si vzajemné neodpovidaji.
Na spektru napocitaném Gaussianem se v oblasti 7 - 9 ppm vyskytuje jeden Siroky
band, zatimco namétfena data zobrazuji bandy dva — jeden ptiblizné v oblasti 7 ppm a
druhy asi na 85 ppm. Vypocitané spektrum je priliS rozsitené a neodpovida

experimentalnim hodnotam.

Rozdil mezi spektry by mohla zpusobit pifitomnost kyseliny kafrsulfonové. Toto
vysvétleni ovSem neni piipustné pro neutrdlni strukturu. Jeji spektrum by mélo

odpovidat namérenému spektru pii nulové koncentraci kyseliny.

Jak je jiz z obrazku 6.2 patrné, velky podil na vysledném spektru maji alifatické
Fetézce. Je mozné, Ze pravé ony svymi vibracemi zpusobuji zkresleni vypoétu. Proto
byly provedeny dalsi vypocty NMR spekter pro struktury bez téchto fetézcu.

Vizualizace takto ofiznuté struktury bez alifatickych fetézcu je na obrazku 7.7.

Obrazek 7.7: Vizualizace neutrdlni ofiznuté struktury bez alifatickych retézcu.

Spektra napoé¢itand na ruzné nabitych strukturdach bez alifatickych Fetézcu jsou

vyobrazena na obrazku 7.8.
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Obrazek 7.8: NMR spektra ruzné protonovanych struktur bez alifatickych retézcu. Modfte
vykreslené polohy peaku jsou od vodiku navazanych na pyrolech, zelené od vodiku

navazanych na fenylech a ¢erné od vodiku na methoxy skupinéch.
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Srovndnim poloh peaku vypocitanych spekter na struktuie bez alifatickych fetézcu
s experimentalnimi spektry lze usoudit, ze chyba vypoctu byla opravdu zpusobena
vibracemi fetézcu. Na spektrech se zcela oddéluji peaky zpusobené vodiky na

fenylovych substituentech od vodiku navazanych primo na porfyrinové jadro.
Na vypocitanych spektrech ovsem neni patrné Stépeni a posuny peaku pii protonaci

tak, jako je tomu v naméfenych datech. K tomuto Stépeni by mohl pfispivat vznik

dimeru v roztoku. Tato skute¢nost je predmétem dalsitho zkouméni.
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8 Zaveér

Tato bakalaiska prace splnila vSechny stanovené cile, tedy

e resersi simulacnich metod pro popis organickych molekul

e vytvoreni pocitacovych modelu, jejich néaslednou parametrizaci, molekuldrni

dynamiku a analyzy strukturnich parametru.

e vypocet optickych a magnetickych spekter, jejich porovnani s experimentalnimi

daty a diskuze

Dosazené vysledky prinaseji vhled do experimentalnich dat a pomdhaji s jejich
interpretaci. Pomoci vypoctu byly prifazeny jednotlivé ¢asti NMR spekter k ruznym
skupindm vodiku, zatimco vypocty UV/VIS spekter jasné indikuji vznik komplexu
s kafrsulfonovou kyselinou. Objasnéni detailu bude vyzadovat dalsi vypocty, pro které

byl vytvoren silny zaklad.

Prace méla pro meé také velky osobni piinos. Naucila jsem se zaklady préace
s operacnim systémem Linux vcetné obsluhy zdakladnich simulacnich softwari a psani
na anglické kldavesnici. Kromé téchto technickych oblasti jsem méla prilezitost
vyzkouSet si praci na skutecném védeckém projektu, kriticky premyslet nad jeho

feSenim a vyhodnocovat prubézné vysledky.
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