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Abstrakt

Formagan att elektroniskt kunna styra bioaktiva peptiders affinitet till receptorer ar
av intresse inom biomimetik. I avhandligen underscktes elektriskt laddade peptiders
responser pa applicerade elektriska fdlt med molekyldynamiska metoder. De
studerade peptiderna har en sekvens aminosyror som &r relevant i Notch-signalering
[1]. Fordndringar i konformationer och sekundérstruktur hos peptiderna vid
olikriktade applicerade elektriska falt undersoktes. Detta gjordes for att styrka den
teoretiska mojligheten att paverka affiniteten till Notch-receptorn och for att erhalla
kvalitativa data for peptidernas responser till elektriska falt. Molekyldynamiska
metoder valdes for att kunna observera strukturforandringar fran jamvikt utan
elektriska félt till jamvikt med applicerade positiva eller negativa elektriska félt.
Simuleringar utfordes férutom med olikriktade elektriska falt ocksa med tre peptider
med olika aminosyrasekvenser (tva med laddning och en utan). Strukturforandringar
kunde observeras vid olika elektriska fialt med hjilp av analys i medelavvikelse
i atomkoordinater, véitebindnigsanalys och analys av peptiddndens avstand fran
en fixerad punkt. Peptiden utan laddning visade minimal respons pa elektriska
falt, vilket antydde lovande resultat som kontrollexperiment. Begrédnsningarna och
bristerna i metoden och utférandet diskuterades for att klargora palitligheten hos

och reproducerbarheten for simuleringarna.
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Inledning

Avhandlingen underséker med molekyldynamiska metoder peptiders respons pa
applicerade elektriska falt. Peptider &ar kortare proteiner, bestaende av tiotals
aminosyror, och peptiderna gar att syntetisera experimentellt. Berdkningar gors pa
ett system av peptider som &r fiasta vid en elektrodyta via biotin, streptavidin och
ett sjdlvorganiserande monolager. Dessa molekyler har studerats tidigare |2| och &r
ofta férekommande nér proteiner fasts vid ytor. Molekyldynamiksimuleringar utfors
pa en begriansad del av systemet, namligen pa peptiderna som &r bundna till biotinen

som i sin tur ar bundna till streptavidin-proteinet.

Undersokningen har gjorts inom spetsforskningsenheten bioelektronisk aktivering
av cellfunktioner (BACE) vid Abo Akademi, lett av prof. Ronald Osterbacka och

finansierat av Stiftelsen for Abo Akademi.

Peptiderna som studeras i avhandlingen har en aminosyrasekvens som efterliknar
delen i proteinet Jaggedl som &r nddvindig for att binda till Notch-receptorn
[1]. Processen &r central i Notch-signalering. Peptiderna innehéaller ocksa elektriskt
laddade aminosyror och hela systemet &ar i en elektrolytlosning. Hypotesen &r
att dessa laddade delar av peptiderna kan attraheras till eller repelleras fran en
elektrodyta med en applicerad spanning. Tre kandidater for peptider for detta syfte
underscks och molekyldynamikstudierna forviantas ge detaljerade beskrivningar om

peptidernas strukturer.

Molekyldynamiken ger en bild av hur molekylstrukturerna beter sig savél vid jamvikt
som vid foréandrade omsténdigheter sasom applicerade elektriska félt. Utgaende fran
den erhallna informationen kan experimentella resultat styrkas. Nya kandidater for
peptider kan ocksa relativt enkelt och billigt understkas i molekyldynamiken. Studien
gors for att utoka forstaelsen for laddade peptiders interaktion med elektriska falt
men ocksa for att undersoka streptavidin-peptid-systemets beteende utan elektriska
falt.
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Kapitel 1
Bakgrund

Elektroder med biologiska lager i kontakt med elektrolyter berér &mnesomradena
biokemi, biofysik och elektrokemi. Teorin for de mest relevanta fenomen forklaras i

detta kapitel och i simuleringarna implementeras de enligt mdojlighet.

Liknande studier har gjorts tidigare, dar laddade peptider pa elektroder i l6sningar
har styrts med elektrisk potential, bade experimentellt [3] och med molekyldynamiska
metoder |4][5]. Resultaten fran dessa studier ger goda forutséttningar for hypotesen
i denna avhandling att laddade peptider kan styras med hjalp av applicerad elektrisk

potential pa elektrodyta och legitimerar ddrmed anvindningen av metoden.

1.1 Peptider

Peptiderna som behandlas i avhandlingen utgors av, for det forsta, en sekvens som
imiterar en del av Jaggedl-proteinet som spelar en stor roll i bindningen till Notch-
receptorn, for det andra, positivt laddade arginin-aminosyror och for det tredje,

biotin i C-terminalen for att binda till streptavidin.

Aminosyror binder till varandra med s.k. peptidbindningar didr en aminosyras
kvéveatom i1 aminogruppen (-NHj) binder till en annan aminosyras kolatom i
karboxylgruppen (-COOH). T processen frigors en viteatom fran aminogruppen
och en hydroxylgrupp (OH) fran karboxylgruppen och dessa bildar tillsammans
en vattenmolekyl. En peptid har saledes oberoende antalet aminosyror alltid en
N-terminal (aminogrupp) och en C-terminal (hydroxylgrupp). Se figur for

illustration av peptidbindningar.
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Aminosyror ar proteiners byggstenar och kan klassas som poléra, opoléra, basiska och

sura. I fysiologisk pH 7,4 féorekommer de basiska aminosyrorna arginin (R), histidin
(H) och lysin (K) som positivt laddade aminosyror med laddningen ¢ = +1e, dér e
ar elementarladdningen. Daremot forekommer de sura aminosyrorna asparaginsyra
(D) och glutaminsyra (E) med en negativ laddning ¢ = —1le [6]. I regel &r det
fria aminogrupper som protoneras d.v.s. attraherar en vitekdrna och far en extra
positiv laddning (NH;) och i motsats deprotoneras karboxylgrupper vilket leder till
karboxylatgrupper (COO™) med negativ laddning. Dessa processer géller ocksa for
peptiders C- och N-terminal.

Peptidbindning C-terminal

N-terminal
H\\N/H H OH H\“N‘/H OH
! | i
o, 5 ﬂ/N L o<
o] 5] H
valin (Val, V) Alanin (Ala, A) Val-Ala

Figur 1.1: Hlustration av hur tva aminosyror binder till varandra samt definition av
N-terminal och C-terminal.

Proteiners strukturer delas in i olika nivaer: primér-, sekundér-, tertidr-
och kvartarstruktur. Den specifika aminosyrasekvensen beskriver proteinets
priméarstruktur medan vikningen beskriver sekundérstrukturen. De mest f6-
rekommande sekundéarstrukturerna &r alfa-helix och betaflak. Tertidrstruktur
definieras som veckning av sekundarstrukturer medan kvartarstruktur definieras
som tertidrstrukturens vikningar. Peptiderna har en primérstruktur enlig figur
och sekundérstrukturen kan studeras i simuleringarna. Tre olika peptider med
kallade LV1, SV1 och Kontroll skapas utgaende fran Jaggedl-proteinets struktur

och studeras med molekyldynamik.

LV1: RRRVRRRVRRRGSGSRVTCDDYYYGFGCNKFCRPRGSGSGSGSGSK — BIOTIN
SV1: RRRVRRRGSGSRVTCDDYYYGFGCNKFCRPRGSGSGSGSGSK — BIOTIN
Kontroll: SGSGSGSGSGSRVTCDDYYYGFGCNKFCRPRGSGSGSGSGSK — BIOTIN

Bindningssekvens

Figur 1.2: Primarstrukturen fér peptiderna som modelleras. Biotinet &r bundet till
peptidernas C-terminal.
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I proteiner spelar vitebindningar en viktig roll for stabiliteten och strukturen. En

vatebindning kan bildas mellan en elektronegativ atom och en annan elektronegativ
atom kovalent bundet till en viteatom. Den kovalent bundna viteatomen har
en positiv partiell laddning och kan darmed attrahera starkt elektronegativa
atomer sasom syre, kvive och fluor. I figur syns nagra av vatebindningarna i
bindningssekvensen. Bindningssekvensen innehaller ocksa en disulfidbindning mellan

tva cystein-aminosyror som hjélper till att halla strukturen stabil.

Figur 1.3: Vétebindningar (gula streckade linjer) visualiserade i bindningssekvensen
for Jaggedl-kristallstrukturen (RCSB:ID 4CC1) [1]. Visualiserat i PyMOL [7] med

licorice representationen.

1.2 Modellsystemet

I molekyldynamiksimuleringarna studeras endast peptiderna som é&r férankrade i
streptavidin-proteinet men resultaten relateras till ett system déar streptavidinet
ar vidare bundet till ett sjalvorganiserande monolager som &ar fést via tiolgrupper
till en elektrodyta. Det sjédlvorganiserande monolagret bestar av den léngre
molekylen 11-MUA och den kortare molekylen 3-MPA i ett 1:10 férhallande och &ar
funktionaliserade pa en guldyta. Lagret har tidigare studerats och karakteriserats
. Tjockleken pa det sjilvorganiserande monolagret dr ca 4 A och eftersom
streptavidinet binder via nagon aminogrupp pa dess yta till karboxylgruppen pa 11-
MUA-kedjan befinner sig ocksa streptavidinet ca 4 A fran guldytan. Informationen

ar viktig for att kunna relatera simuleringarna till elektrodens elektriska falt.

7
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Streptavidinet har en symmetrisk form och en diameter pa ca 5nm. Peptiderna

befinner sig teoretiskt alltsa pa ett avstand omkring 5nm — 10 nm fran elektrodytan

beroende pa deras specifika strukturer.

I simuleringarna fixeras streptavidinet pa fyra olika stéllen undertill for att skapa
en sa realistisk forenkling som mojligt. Enligt en berdknad yttathet for 11-MUA pa
ytan [2]| tdcker ett streptavidin ca tio 11-MUA-kedjor. Streptavidinet kan binda till
en eller flera av dem och for simuleringarna valdes fyra, eftersom streptavidinet har
fyra proteinkedjor och antalet gor att streptavidinet halls stabilare och inte vinklas
och vrids i det elektriska faltet.

1.3 Laddat dubbelskikt

Ett laddat dubbelskikt uppkommer néar en elektrisk potential appliceras mellan
elektroder i en elektrolyt. Den elektriska potentialen skapar en ytladdning pa
elektrodytan och joner attraheras till eller repelleras fran ytan beroende av
deras polaritet enligt Coulombs vixelverkan [9]. Joner med motsatt polaritet till
elektrodytan samlas nédrmast ytan enligt figur och avskdrmar dérmed en del av
elektrodens elektriska potential varmed den snabbt avtar i elektrolyten da avstandet
fran ytan okar. Den elektriska potentialen avskdrmas alltsa effektivt men samtidigt
betyder det ocksa att det elektriska faltet dr mycket stort i nérheten av ytan
eftersom den elektriska faltstyrkan fas som den negativa gradienten av den elektriska

potentialen enligt

E=-V¢. (1.1)
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Figur 1.4: Anjonerna med negativ laddning och katjonerna med positiv laddning
samlas vid elektroderna i en vétska och bidrar till den elektriska potentialens
avskdrmning.

Det laddade dubbelskiktet anvénds till fordel i jonmodulerade organiska falteffekt
transistorer som biosensorer [2|. Alternativt kan det laddade dubbelskiktet anvindas
for att uppna starka elektriska félt vid funktionaliserade elektrodytor for att

manipulera molekylerna pa ytan

Det elektriska dubbelskiktet [10] har redan pa 1850-talet modellerats av Helmholtz
och enligt modellen samlas joner med motsatt laddning vid elektrodytan i ett lager
och pa sa sitt avskdrmar den elektriska potentialen sa att den avtar linjart med
okande avstand fran ytan. Senare har bl.a. Gouy och Chapman skapat en modell
dér lagret som bildas istéllet ar ett diffust lager dér den elektriska potentialen avtar
exponentiellt. Flera andra modeller har utvecklats men har kommer berdkningar

goras med Gouy-Chapmans modell.

Den elektriska potentialens avstandsberoende ges som

¢(x) = doe™ "™, (1.2)
dar ¢q ar den elektriska potentialen vid elektrodytan i forhallande till langt bort fran
ytan och

kgT
e S Y - S 1.3
" D=\ 2 103N ye2] (13)

ar dubbelskiktets karakteristiska tjocklek s.k. Debyes avskdrmningsldngd [10], dar

€p ar permittiviteten i vakuum, e, ar véatskans relativa permittivitet, kg &r
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Boltzmanns konstant, T &r temperaturen i Kelvin, N4 &r Avogadros konstant,
e ar elementarladdningen och [ &r jonstyrkan i molaritet M eller (mTOI) Debyes
avskarmningslangd beskriver det avstand fran elektrodytan dar den elektriska

potentialen sjunkit till % av den ursprungliga. Jonstyrkan for en 16sning berdknas

enligt
1 n
[ = — C; 2.2’ 1.4
3 e (L4
dar ¢; ar koncentrationen i molaritet M eller mTOl for en typ av jon och z; &r jonens

laddning dar summeringen sker 6ver alla typer av joner i 16sningen. I kapitel [3| gors

berdkningar pa den elektriska potentialens avskdrmning.

10
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Kapitel 2
Molekyldynamik som metod

Inom berdkningsfysiken anvénds molekyldynamik som en metod for att studera
atomers rorelse som i en storre helhet simulerar molekylers samspel under ett
tidsintervall. En simulering innebér ett forsok att reproducera verkliga héndelser i en
kontrollerad miljo. I och med att datorernas berikningskapacitet under de senaste
artiondena viaxt mycket snabbt har ocksa intresset vixt for att anvinda datorer for
att tackla problem som experimentellt kan vara svara att 16sa. Molekyldynamiska
simuleringar dar hundratusentals atomer alla vixelverkar med varandra kraver ett
oerhort stort antal parallella berdkningar och snabbhet, vilket dagens processorer
och grafikprocessorer har att erbjuda. Det ar ocksa tack vare rontgenkristallografi
som manga kristallstrukturer for proteiner finns tillgingliga och md6jliggér darmed

modellering av proteiner med exempelvis molekyldynamiska metoder.

Metoden ar ett effektivt redskap inom flera naturvetenskapliga omraden. Inom
det fasta tillstandets fysik kan intresset ligga i att simulera fasta materials
kristallstrukturers deformering vid pafrestning medan det inom biokemin exempelvis
ligger i biologiska proteinstrukturers mekanismer och funktioner. Inom farmacin
anvands molekyldynamik vid studier av nya lidkemedel som ska véixelverka med och

paverka nagon specifik proteinstrukturs funktion.

Detta kapitel beskriver bade allmént och i detalj hur molekyldynamikens algoritmer
ser ut. Eftersom arbetet utfors med programpaketet GROMACS [11] fokuseras hér
pa tillampningarna i just det programpaketet. Utéver detta beskrivs ocksa hurdana

resultat som kan forvantas med metoden.

11
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2.1 Grundprincip och tillampningar

Varje atoms position, hastighet och acceleration i systemet berdknas iterativt med
hjalp av Newtons rorelseekvationer. I den mening grundar sig berdkningarna i
molekyldynamik pa klassisk fysik, men parametrarna som beskriver atomernas
vaxelverkningar &r &nda erhallna med kvantmekaniska berdkningar. Kapitel
upplyser vilka vixelverkningar som beaktas och vilka fysikaliska grunder de bygger
pa.

Eftersom tidsskalan for molekyldynamiska simuleringar &r kort, hundratals
nanosekunder till mikrosekunder, siatter det begransningar pa vilka processer som
kan upptéckas. Intresset i denna avhandling ligger i peptidernas stabilitet och
konformationsdndringar som respons pa elektriska falt. Dessa responser forvintas
ske, och jamvikt forvintas nas, redan efter simuleringstider pa tiotals nanosekunder

och resultaten i kapitel |4] visar att det delvis stammer.

Tva saker som é&r viktiga att skilja pa ar val av programpaket och val av
kraftfialt. Kraftfalt utgor samlingar av accepterade och validerade parametrar for
viaxelverkningar mellan atomer. Dessa samlingar dr hérledda och optimerade for
olika &ndamal och dérfor ar det nédvandigt att fundera pa hurdant system som ska
modelleras, vilka molekyler som féorekommer och vilka fenomen man vill aterskapa.
Pa basis av dessa resonemang och enligt tidigare studier viljs ett lampligt kraftfalt

som kan beskriva systemet sa bra som mojligt.

Nér ett lampligt kraftfalt ar valt bestdms ett programpaket som kan handskas med
kraftfiltet i fraga. Exempel pa nagra programpaket ar: LAMMPS, Materials Studio,
NAMD, GROMACS och AMBER. De tre sistnamnda anvénds ofta for att simulera
biologiska system bestaende av proteiner, DNA:n och joner. Samtliga simuleringar
i denna avhandling &r gjorda med kraftfaltet GROMOS54a7 [12] i programpaketet
GROMACS |11} |13} {14} |15, 16, |17}, |18] och resonemanget bakom valet ges senare i

kapitel [3.3]

2.2 Kraftfalt

Varje atom 1 en molekyl vixelverkar med andra atomer pa olika sétt
beroende pa elektronholjets uppbyggnad, atomtalet, isotopen o.s.v. Parametrarna

i molekyldynamiken som definierar véxelverkningarnas natur representerar dessa

12
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egenskaper hos atomerna.

Ofta anvinds fullstindiga kraftfalt (eng. all-atom force field) som beaktar
molekylernas alla atomer men ifall systemen blir fér stora eller processerna for langa
kan kraftfalt som grupperar atomer till representativa partiklar (eng. coarse-grained
force field) anvéindas och pa sa sétt forenkla systemen. Kraftfaltet GROMOS54a7
beaktar alla atomer férutom opolédra viateatomer i molekylerna och &r saledes ett
typ av kraftfilt som grupperar. Det &ar &nda i klass med andra vanliga kraftfalt och

lampar sig bra for simuleringar med peptider och proteiner [12].

Algoritmen f6r molekyldynamiksimuleringar [19] 16ser Newtons rorelseekvationer for

ett system av N stycken vixelverkande atomer enligt

821'2‘

dédr m; &ar den i:te atomens massa, r; dr den i:te atomens positionsvektor, ¢t ar

tiden och F; &r kraften som verkar pa den i:te atomen och berdknas som negativa
gradienten av en potentialenergifunktion enligt

oV(ry,...,ry)

F,=——->"""-"7 2.2

! 81'1' ( )

Potentialenergifunktionen beskriver varje atoms potentiella energi och berdknas

for saval bundna som obundna interaktioner mellan atomer och behandlas nedan

i sektionerna [2.2.1] och [2.2.2] Figur [2.1] visar potentialkurvornas form for varje

interaktionstyp och askadliggor interaktionernas natur.

13
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Bindningar >

Vinklar >

Tvaplansvinklar

Oegentliga >
tvaplansvinklar

Lennard Jones I . .
g

Coulomb ” [ —— -—.- <.—-

Figur 2.1: Potentialenergifunktionens form for de olika interaktionerna med
illustration av deras natur. Bilderna &r tagna ur GROMACS manualen [19].

14
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2.2.1 Bundna interaktioner

Till potentialfunktionen i ekvation bidrar varje kovalent bundet atompar,

atomerna ¢ och 7, med en harmonisk potential

1
Vb(rl, ...,rN) = Z 51{5 (l"ij - 1"%)2; (2-3)

bindningar

dér kfj ar koefficienten i andragradsekvationen eller fjaderkonstanten, r;; &r avstandet
mellan atomerna och r% ar avstandet for potentialens minimum. Varden for r?j och

kfj for varje atomtyp finns definierat i systemets topologi som beskriver kraftfaltet.

Forutom bindningar beaktas dven vinkeln mellan tre bundna atomer, 7, j och k, med

en harmonisk potential

1
Vy(re, . Tv) = Z §kigjk(01jk - 981()2, (2.4)

vinklar

dar kY, &r fjaderkonstanten, 6;;, ar vinkeln som atomerna 4, j och k bildar och 67,

0

ér vinkeln vid potentialens minimum. Numeriska varden for k;, och 67, hittas &ven

i topologin for varje tre bundna atomer.

Tvéaplansvinklar (eng. proper dihedral) beskriver enligt figur [2.1] torsionen mellan de
tva planen som atomerna i, j och k samt j, k och [ definierar. Potentialen beskrivs

som

Vi(ry,ory) = Y ky[1+cos(ng — )], (2.5)

torsioner

dar k4 forskjuter den periodiska potentialens amplitud, n &r antalet toppar inom
intervallet 0 till 20 och ¢y vinkeln for torsionen som motsvarar minimum for
potentialen. Vinkeln ¢ = 0° motsvarar trans-konfigurationen d.v.s. atomerna ¢ och [
pa motsatta sidor medan ¢ = 180° representerar cis-konfigurationen med i och [ pa

samma sida.

Oegentliga tvaplansvinklar (eng. improper dihedral) definieras enligt figur 2.1/ som en
vinkel mellan planen som atomerna i, j och k samt j, k£ och [ definierar. Denna typ
av potential implementeras for att halla plana strukturer plana, sasom aromatiska

ringar, men ockséa for att unvika att en molekyl 6vergér till sin spegelbild |19]. Den

15
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harmoniska potentialen for oegentliga tvaplansvinklar

Voro (L1, oy Ty) = S %;Q (630 — €2)” (2.6)

oegentliga tvaplansviklar

innehaller ke for fjaderkonstanten, &;;r; for vinkeln mellan planen och f?jkl for

jamviktsvinkeln.

2.2.2 Obundna interaktioner

Oftast finns det Overlagset flest obundna interaktioner eftersom varje atom i
princip véxelverkar med alla andra atomer i systemet. I praktiken anvénds sfiriska
avgransningar (eng. cut-off radius) for att dramatiskt minska pa berdkningsbordan
utan att paverka slutresultatet mérkbart. Radien for avgransningen fér de obundna

interaktionerna brukar vara omkring 1 nm.

Lennard-Jones potential beskriver interaktionen mellan par av obundna atomer och

VLJ(rl,...,rN>:Z [(%)12_ <%>6] 2

17-]

har formen

Parametrarna C’}j? och ij ar skilda for varje par av atomtyper. Lennard-Jones
potential har sitt ursprung i bade Paulis exklusionsprincip (den repulsiva T%—termen)

och van der Waals-krafter (den attraktiva -%-termen) [20].

Den andra obundna interaktionstypen dr Coulombs véxelverkan mellan laddade
partiklar. Potentialen beskrivs som
1 439
Vol(ry,...ry) = > = (2.8)

dmeg 4= Ijj
l?J

I topologifilen fér molekyldynamiken har varje atom en s.k. partiell laddning
som héarstammar fran molekylernas elektrondistributioner, som &ar berdknade med

kvantmekaniska metoder for det specifika kraftfaltet.

Utover dessa interaktioner kan bade tidsberoende och tidsoberoende elektriska
falt appliceras. Vid konstanta och homogena elektriska falt, far varje atom en
kraftkomponent till enligt

F, = ¢E. (2.9)
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Dessutom kan positionsbegransingar (eng. position restraints) definieras for atomer

for att begransa deras rorelse. Detta sker med en harmonisk potential av formen

1
Vio(r) = §kpb‘ri - Ri|%, (2.10)

dar |r;—R;| beskriver atompositionens avldnkning fran centret dit atomen begrénsas.

Summan av alla dessa komponenter i ekvationerna [2.3} [2.4] [2.5] och ger

den totala potentialenergifunktionen som i sin tur ger kraften pa varje atom enligt
ekvation 2.2l

2.3 Simuleringsalgoritmen

2.3.1 Initialkoordinater

Startkoordinater definieras ofta fran nagon experimentellt bestdamd kristallstruktur
varefter initialhastigheter for varje atom beréknas med en slumptalsgenerator som
foljer Maxwell-Boltzmanns sannolikhetsfordelning for en definierad temperatur.

Initialhastigheterna genereras enligt sannolikhetsférdelningen

m; m'U~2
N D _ maviy 2.11
p(vi) 27rk;BTeXp< 2k3T> (2.11)

2.3.2 Energiminimering

Energiminimeringen anvéander sig av en metod dar strukturen justeras i
potentialenergifunktionens negativa gradients riktning. Som namnet sdger minimeras
alltsa strukturens potentialenergi pa basis av det implementerade kraftfiltet. Det
finns forstas ingen garanti for att det globala minimumet nas men ett lokalt minimum

nas i varje fall. I GROMACS algoritmen beriknas nya koordinater med ekvationen

F,

—max(|Fn|)h"’ (2.12)

Iy =TIy +
dar r betecknar alla atomers positioner, n betecknar den senaste iterationen, h,,
betecknar den maximala forskjutningen i atompositionerna och max(|F,|) betecknar
den maximala kraften som en atom paverkas av vid iterationen n. Kraften berédknas

for varje iteration enligt ekvation[2.2Joch de nya koordinaterna accepteras ifall V,, 11 <
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V,, och da satts h,, 1 = 1.2h,, ddremot ifall V,,,1 > V,, avvisas de nya koordinaterna

och det sédtts att h, = 0.2h,. Iterationerna fortsatter tills den maximala kraften

kJ
molnm *

minskar under ett definierat gransviarde som typiskt ligger pa 1000

2.3.3 Berakning av nya koordinater

Samlingen rorelseekvationer med de berdknade potentialerna fér varje atom loses
numeriskt med sméa tidssteg pa At =2fs enligt algoritmen som pa engelska kallas
leap-frog integrator

1 1 At
v(t + EAt) =v(t— §At) + HF(t)

! (2.13)
r(t+ At) =r(t) + Atv(t + §At).

Systemets tillstand sparas med regelbundna tidsintervall. Systemet iakttas under
en tid och koordinaternas férédndring i tiden representerar atomernas rorelsebanor.

Systemet nar oftast ett jamviktslage efter initiala forandringar.

Manga optimeringar och implementeringar i algoritmerna existerar |21, 22, 23, 24}

25| men behandlas inte i hér.

2.3.4 Termostater och barostater

Termostater ar implementerade sa att systemets temperatur berdknas och atomernas
hastigheter skalas om for att justera temperaturen. Daremot fungerar barostaterna
sa att de berdknar trycket och skalar ladstorleken enligt behov for att halla
trycket konstant. Deras uppgifter &r att se till att systemet foljer de krav man
stallt pa ensemblen. Ifall termostat och barostat anvinds simuleras systemet i
en isobarisk och isotermisk (NPT) ensemble och ifall endast termostat anvinds
simuleras systemet i en kanonisk (NVT) ensemble. NPT ensemblen som anvénds
i simuleringarna i avhandlingen motsvarar experimentellt en vitska i en Gppen

behallare i rumstemperatur.
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2.4 Analysmetoder

Atomernas rorelsebanor kan analyseras pa flera olika satt och GROMACS har manga
inbyggda analysmetoder. VMD |26] dr ett mangsidigt program som kan anvéndas vid

visualisering av atombanorna och aven dar finns inbyggda redskap for analyser.

Det kvadratiska medelvirdet for avvikelserna i atomkoordinater &ven ként som
RMSD (eng. root mean square deviation), ger ett virde pa den strukturella skillnaden
till en referensstruktur, ofta startstrukturen. Strukturen vid varje tidpunkt anpassas

till referensstrukturen med minstakvadratmetoden och RMSD-vérdet beréknas enligt

N
1
RMSD(t) = | 17 > milri(t) — i, (2.14)
i=1

déar M =) ;" 'm,; & summan av massorna for alla inblandade atomer, r;(t) &r den

ref ir positionsvektorn fér den i:te

i:te atomens positionsvektor vid tidpunkten ¢ och r
atomen i referensstrukturen. RMSD-virden kan berdknas for ett proteins alla atomer
eller sa kan exempelvis endast proteinets ryggrad beaktas. Ett proteins ryggrad (eng.
backbone) bestar av den langsta kedjan av kovalent bundna atomer i proteinet och

bestar av kol- och kvéveatomer i ordningen N-C-C-N-C-C-N-C-C.

RMSF-virdet (eng. root mean square fluctuation) ar ett matt pa atompositionernas
standardavvikelse fran ett medelvirde for atompositionerna och kan ge en
uppfattning om vilka aminosyrors atompositioner som fluktuerar mest. RMSF-véardet

beridknas enligt

T
1
RMSF; = | = > [rit;) — ri2, (2.15)

t]':1
dar T ar den totala tiden.

Analys av avstand mellan valfria atomer eller grupper av atomer utgoér en bra
metod och har granskas avstandet mellan bottnet av streptavidinet och peptidernas
N-terminal. Mera exakt ar d avstandets y-komponent, som &ar parallell till det
applicerade elektriska faltet. Hur detta avstand varierar i tid beroende av riktningen
av det applicerade elektriska féltet ger en god bild fér hur de laddade aminosyrorna

i andan av peptiderna paverkas.

Analys av antalet viatebindningar inom en viss struktur eller mellan tva strukturer

ar en metod for att studera stabiliteten eller interaktionen mellan olika molekyler,
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exempelvis mellan tva proteiner. Minskning av antal vatebindningar inom ett protein

tyder pa att proteinet vecklas ut och Okning tyder pa ett mer stabilt protein.
Visualiseringsprogramet VMD innehaller ett redskap for vitebindningsanalys for
atombanor. Utan att ga in pa detaljer pa klassificeringen av vitebindningar anvénds
kriterierna 4 A for avskdrningsradien (eng. cut-off radius) och vinkeln 20° for

analyserna i VMD.

2.5 Antaganden och forenklingar

En av de mest fundamentala approximationerna i klassisk molekyldynamik
ar Born-Oppenheimer-approximationen, som sager att atomkérnans rorelse kan
beskrivas skilt fran elektronerna p.g.a. den stora masskillnaden. Den andra viktiga
approximationen ar att atomkarnornas rorelser antas kunna beskrivas med Newtons
rorelseekvationer. Trots att approximationerna ar berdttigade i de flesta fall kan
det finnas scenarion dar den klassiska mekaniken inte racker till, exempelvis vid
hogfrekventa ocillationer med ldatta véteatomer. Ifall sadana interaktioner &r av

intresse maste andra metoder anvindas.

Ett antagande som klassiska kraftfalt gor &r att beskriva molekylernas
laddningsdistributioner med statiska partiella laddningar fér varje atom. I
verkligheten &r molekyler polariserbara vilket innebér att laddningsférdelningarna
inte &dr statiska, utan dynamiska. Det existerar kraftfilt for molekyldynamik som
inkluderar molekylers polariserbarhet som har visats vara noggrannare modeller i
fall dér elektriska falt anvénds. Studien som undersokte laddade peptiders respons
pé elektriska falt [4] anvinde sig av ett kraftfdlt som anvénder polariserbara molekyler
i molekyldynamiken. Studien rapporterade svarigheter i att reproducera samma
lyckade resultat med klassiska kraftfalt. I denna avhandling anvinds énda klassiska
kraftfalt med statiska partiella laddningar hos molekylernas atomer. Om valet av
kraftfélt hittas i kapitel [3]

Eftersom simuleringsladan som definieras har gransytor till vakuum introduceras
periodiska randvillkor fér att undvika orealistiska effekter vid gransytor. Det betyder
att simuleringsladan upprepas at alla hall sa att den ursprungliga ladan ar omringad
av samma system och gransytor elimineras. Periodiciteten som detta ger upphov till
ar endast ett problem i mindre system som oftast kan losas med att gora systemet

storre. Avskirningsradien for obundna interaktioner kan maximalt vara halva ladans

20



Ville Jarvinen
storlek, for att ingen atom ska ha en interaktion med sin periodiska kopia.

En laddad elektrodyta approximeras med ett konstant och homogent elektriskt
falt. Det laddade dubbelskiktet som behandlades i kapitel modelleras inte i

simuleringarna men diskuteras i slutsatserna.
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Kapitel 3
Berakningar och simuleringar

Berdakningskapacitet for molekyldynamiksimuleringarna erbjods av Finnish IT
Center for Science (CSC) och FGCI project (Finland). Berdkningarna gjordes alltsa
pa berdkningsklustren Titan, Dione och Puhti, diar berakningshastigheten kunde
okas 10 — 20-faldigt i jamforelse med en vanlig bordsdator. I detta kapitel forklaras

berdkningarnas utforande och resultaten analyseras i nésta.

3.1 Den elektriska potentialens avskarmning i det
laddade dubbelskiktet

Beroende pa elektrolytens jonstyrka avskidrmas elektrodens elektriska potential olika
starkt. I 16sningar med lag jonstyrka stracker sig den elektriska potentialen léngre
ifran elektrodytan jamfért med l6sningar med hogre jonstyrka. Eftersom det ar det
elektriska faltet som ska paverka peptiderna, paverkar l6sningens jonstyrka starkt

det elektriska féltets profil.

Den elektriska potentialens och det elektriska féaltets profil berdknas med ett antal
olika jonstyrkor for att fa en Oversiktlig bild av storleksordningen pa de elektriska
falten. Berdkningarna &r gjorda for vatten i rumstemperatur, med e, = 80 och
med en ytpotential pa ¢y = 0,25V som motsvarar potentialskillnaden 0.5V
mellan tva elektroder i kontakt med samma véatska. Tabell visar berdknade
varden pa Debyes avskdrmningslangd som funktion av olika jonstyrkor. En typsik
jonstyrka for cellodlingsmedium (eng. cell culture media) ar 163 mTOl och inkluderas i

berdkningarna.
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Tabell 3.1: Berdknade varden pa Debyes avskdrmningsléngd vid olika jonstyrkor

I (mM) | Ap (nm)
163 0,76
100 0,97
10 3,1
1,0 9,7
0.25 10° 1 mM
.25 —1m
108_\ —10mM
-~ 100 mM
S 0.20- = —— 163 mM
< £ 7]
3 S 10
3 0.415- 5 1084
o -
oy %
X -4 5 _|
2 0.10 E 10
% 2
° i 10*
“" 0.05-
103_
0.00 102
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
X (nm) X (nm)

Figur 3.1: (a) Den elektriska potentialen som funktion av avstandet fran elektrodytan
och (b) det motsvarande elektriska filtets styrka vid olika jonstyrkor.

Figur [3.]] visar den elektriska potentialens avskirmning och det elektriska filtets
avtagande som funktion av avstandet fran elektrodytan, berdknat enligt ekvation|1.2
och Enligt modellen sjunker det elektriska féltet snabbare vid hogre jonstyrkor
men diremot uppnas starkare elektriska falt inom en till tvd nanometer fran
ytan. Trots att Debyes avskdrmningslédngd ar kort for hoga koncentrationer uppnas
anda relativt starka elektriska filt flera nanometer fran ytan. Faltstyrkan 4 - 102 %
vid 10nm for cellodlingsmedium &ar véldigt svagt och kan inte férvéantas paverka
laddade grupper pa peptider markbart i rumstemperatur. Daremot uppnas med lagre
jonstyrkor hogre elektriska falt som kunde tdnkas vara tillrackligt starka. Figuren

relateras till senare, i samband med resultaten i kapitel [£.3]

3.2 Homologimodellering

Homologimodellering innebér i kort att skapa en tredimensionell modellstruktur for

ett protein (vars struktur man inte kénner till) pa basis av en kénd struktur for ett
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relaterat (homologt) protein. Det okénda proteinets sekvens inpassas med det kénda
proteinets sekvens. Aven om sekvenserna har olikheter, antas de tredimensionella
strukturerna av homologa proteiner vara likadana. Ju mer identiska sekvenserna &r,
desto palitligare ar modellstrukturen. Sekvensinpassningen anvands alltsa for att
bygga upp koordinaterna for en tredimensionell struktur fér ett protein med okénd

struktur pa basis av den tredimensionella strukturen for ett modellprotein.

Peptidernas sekundéra struktur med vikningar och disulfidbindningar skapas enligt
Jaggedl-strukturen (RCSB:ID 4CC1) . Programpaketet Modeller anvandes
for detta syfte och de skapade strukturerna granskades och hade mycket liknande
konformationer vid bindningssekvensen som é&r identisk med en del av Jaggedl-
proteinets aminosyrasekvens. Resten av aminosyrasekvensen (ﬁgur ar olik mellan
peptiderna och Jaggedl-proteinet. Figurerna[3.2] och visar slutresultaten och
likheten mellan peptiderna och Jaggedl-proteinet.

Figur 3.2: LV1-peptidens struktur (r6d) efter utférd homologimodellering lagt ovanpa
Jaggedl-proteinet (vit) for att jamfora likheten. Visualiserat med PyMOL med
(a) cartoon representationen och (b) licorice representationen. Observera att i (b)
visualiseras endast bindningssekvensen for peptiden och motsvarande sekvens for
Jagged1-proteinet.
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Figur 3.3: SV1-peptidens struktur (rod) efter utférd homologimodellering lagt ovanpéa
Jaggedl-proteinet (vit) for att jamfora likheten. Observera att i (b) visualiseras
endast bindningssekvensen for peptiden och motsvarande sekvens for Jaggedl-
proteinet.

O\

—~q
NT A

(a) (b)

Figur 3.4: Kontroll-peptidens struktur (rod) efter utford homologimodellering lagt
ovanpa Jaggedl-proteinet (vit) for att jamfora likheten. Observera att i (b)
visualiseras endast bindningssekvensen for peptiden och motsvarande sekvens for
Jaggedl-proteinet.
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3.3 Parametrisering av biotinylerad peptid

De vanligaste kraftfdlten har vad som behovs for att simulera aminosyror, joner och
olika losningsmedel. Ifall en molekyl som ska simuleras ar ny for kraftfdltet maste
interaktionsparametrar for molekylen genereras for att molekyldynamik ska kunna
utforas. Det existerar automatiserade system for parametrisering som exempelvis
Automated Topology Builder (ATB) [28]. ATB ger som output en topologifil pa basis
av en koordinatfil. For att simulera fraimmande molekyler i 16sning med proteiner ar
det enkelt att folja instruktioner [29] men nér den frimmande molekylen &r kovalent
bundnen till proteinet ar uppgiften mer kravande och instruktioner eller exempel &r

svara att hitta.

Peptidens C-terminal bestar av lysin och biotinet &r kovalent bundet med en
peptidbindning fran biotnets karboxylgrupp till lysinets aminogrupp i sidokedjan.
GROMACS kommandot gmz pdb2gmz konverterar en koordinatifil for peptiden
till en topologifil for kraftfiltet. Kommandot kan inte bygga topologin for okdnda
molekyler. For att erhalla biotin-lysin parametrar kontaktades forskare som berédknat
med biotin i simuleringar tidigare. Ett stort tack till dr Torsten John, vid Leibniz
Institute of Surface Engineering, som delade med sig en topologifil innehallande
interaktionsparametrar for en biotinylerad peptid fran en av hans studier [30]. De
erhallna interaktionsparametrarna var i format for kraftfiltet GROMOS54a7 [12].
Daértill behovdes kraftfaltets parametrar kompletteras med atomtyperna i biotinet
och filerna for ett modifierat kraftfalt for GROMOS54a7 hamtades fran ATB [28].

Topologifilen inneholl det som behévdes men parametrarna maste manuellt
omorganiseras for att skapa topologin for biotinylerat lysin eftersom den tidigare
studien involverade biotinylerat glycin. Interaktionsparametrarna overfordes till
peptidens topologifil och justerades for att gélla ratt atomer. Nar topologifilen efter
nagra forsok kunde lyckat anvindas i simuleringar i testningssyfte kunde det gas
vidare till att inkludera streptavidinet. Figur visar strukturen fér biotinet bundet
till lysinet.
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Figur 3.5: Strukturen for biotinet bundet med peptidbindning till lysinets sidokedja.

3.4 LV1-peptid med streptavidin

Streptavidinets struktur &r taget enligt strukturen (RCSB:ID 1SWK) [31] och
har valts p.g.a. det faktum att biotinmolekyler var tillgingliga i alla fyra
bindningsfickorna. Den biotinylerade peptiden LV1 lades in i stéillet for tva av
streptavidinets biotin med hjalp av PyMOL. Energiminimering utfordes fér att slippa
overlappningar. I simuleringsprocessen foljdes Justin A. Lemkuls instruktioner for

utférandet av molekyldynamiksimuleringar [29].

Storleken av ladan som definierar periodiska randvillkoren definierades till en kub
med dimensionerna 13x13x13nm med kommandot gmx editconf. Vattenmolekyler
tillsattes med g¢gmax solvate och eftersom systemets nettoladdning lag pa +18e
tillsattes 18 negativa kloridjoner med kommandot gmx genion. Jonerna ersatter
slumpméssigt valda vattenmolekyler och det ar i enlighet med normala protokoll for
molekyldynamiksimuleringar eftersom algoritmerna kan fallera ifall totalladdningen
ar olik noll. Nu bestar systemet av totalt ca 200 000 atomer varav ungefér
97% ar vatten. I detta skede kordes en energiminimering igen med jonerna och
vattenmolekylerna for att sakerstélla att sjalva simuleringen kan starta stabilt och att

inga krafter dr onaturligt stora p.g.a. t.ex. 6verlappande atomer. Energiminimeringen
kJ

molnm *

slutade nér systemets storsta kraft mellan tva atomer var under 1000

Till nést utfordes ekvilibrering bestaende av 100 ps i en kanonisk ensemble (NVT) och
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av 100 ps i isobarisk och isotermisk ensemble (NPT). Algoritmen for ekvilibreringen
fixerar alla atomer med positionsbegransningar féorutom vattenmolekylerna och
jonerna for att jaimna ut endast deras rorelser. Efter ekvilibreringen startades den
riktiga simuleringen och kordes i 25ns i en NPT ensemble med termostat och

barostat. Simuleringen forlingdes ocksa med ytterligare 50 ns

En viktig detalj i simuleringarna &r att streptavidinet &r positionsbegréinsat, pa fyra
atomer undertill pa proteinet. Begransningarna ar applicerade pa fyra kviaveatomer
i fria aminogrupper for att imitera hur proteinet binder vid det sjélvorganiserande
monolagret. Figur [3.9| visar var dessa fyra atomer ar. Figur [3.6| visar systemet vid
olika simuleringstider utan applicerade elektriska falt. Figur [3.6] visar ocksa betaflak-
sekundarstrukturen for peptiden som visas som roda pilar i strukturen. Peptiderna
kan ocksa ses ha vikit sig mot streptavidin-proteinet i simuleringarna utan elektriska
falt.
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Figur 3.6: LV1-peptidernas (bla, r6d) struktur med streptavidinet (groén) (a) i borjan,
(b) efter 25ns och (c) efter 75ns. Peptidernas struktur i borjan &r resultatet fran
homologimodelleringen i en energiminimerad form. Vattenmolekylerna och jonerna
ar inte visualiserade for tydlighetens skull. Visualiserat i PyMOL.

Fran strukturen vid 25ns startdes simuleringar med olika filtstryrkor: 108 %,
5-107 X107 X, 105 ¥ och 10° L. Filtstyrkan pa 108X ledde snabbt till lossnande
av biotinet fran streptavidinet och féltstyrkan utgér dédrmed en Gvre gréins for en
applicerad féltstyrka. Figur visar hur vétebindningarna mellan biotinet och
streptavidinet sjunker till noll och kraften som det elektriska filtet utséatter peptiden

for resulterar i biotinets lossnande. Forutom diskussionen i detta kapitel anvinds
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simuleringen inte i analyserna.

Streptavidin-biotin komplexet &r mycket studerat och det finns data pa styrkan
av deras interaktion med varandra. En studie visade experimentellt med AFM
métningar att vid dragkrafter 6ver ca 150pN lossnar biotinet [32]. I en annan
studie dér samma fenomen undersoktes [33] anvéndes bland annat molekyldynamiska
metoder och brottstyrkan berdknades att vara i storleksordningen 200pN.
Nettokraften som det elektriska féltet utgor pa den laddade peptiden kan uppskattas
enligt ekvation till £ = 10e - 103 =160pN vid ett elektriskt filt pa 10% ¥
och 80pN vid 5-107 % och eftersom separering skedde vid den hogre faltstyrkan
men inte den ldgre har biotinet motsvarande bindningsaffinitet till streptavidinet i

simuleringarna som i andra studier.

P

Vitebindningar mellan biotinet och streptavidinet

&\, 104 ——LV11E8 V/m

Antalet vatebindningar

Tid (ns)

(a) (b)

Figur 3.7: (a) Biotinet pa vig ut ur sin bindningsficka i streptavidinet som resultat
av for starka elektriska falt. Visuliserat i PyMOL utan streptavidinets andra tre
proteinkedjor samt utan vattenmolekyler och joner for tydlighetens skull. (b) Antalet
vatebindningar mellan streptavidinet och biotinet som gar till noll.
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Figur 3.8: Antalet vitebindningar mellan biotinet och streptavidinet i en stabilare
simulering i systemet med SV1-peptiderna (a) utan elektriska félt och (b) med
faltstyrkan 5 - 107 X

Resultaten och analyserna fran de 25 ns langa simuleringarna visas i resultatkapitlet
. P4 basis av dessa resultat valdes filtstyrkan 5 - 107 % for att anvédndas i resten av
simuleringarna dar féaltstyrkans riktning varieras och simuleringarna varar dubbelt
sa lang tid. Med samma starstruktur som tidigare simuleringar i olika féltstyrkor
simulerades nu 50 ns med filtstyrkorna 45 - 107 %, d.v.s. tva olika simuleringar med
olikriktade elektriska falt. Figur visar hur peptiderna stracker ut sig respektive
bojer sig ner langs med y-riktningen parallellt med faltstyrkan. Figuren visar ocksa y-
komponenten av avstandet mellan bottnet av streptavidinet till peptidens N-terminal

i den laddade dndan, avstandet d anvinds senare i analyser i resultatdelen.
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Figur 3.9: LVl1-systemets struktur efter 50ns simulering med filtstyrkan (a)
5- 1O7¥ och (b) =5- 107%. De svarta ringarna indikerar var pa streptavidinet
positionsbegriansningarna ar applicerade och avstandet d ar y-komponenten som &r
parallell med det applicerade elektriska faltet.

3.5 SV1-peptid med streptavidin

For att byta ut LVI1-peptiderna till SV1-peptider med farre laddade aminosyror
kunde en hel del av det som gjorts med tidigare systemet utnyttjas. Topologin for
den nya peptiden byggdes om och strukturen dér de nya biotinylerade peptiderna
ar i streptavidinets bindningsfickor skapades. For SV1-peptiden utan biotin kunde
topologin skapas med gmz pdb2gmx kommandot. LV1-peptidens topologi fér biotin-
och lysindel kopierades o6ver till SV1 peptidens topologi och justerades for att
atomindexen skulle vara korrekt. Har anviandes ett skript for att numrera om
atomerna. Pa detta sétt skapades filen svi.i7tp som inkluderas i systemets topologifil
topol.top. PyMOL anvéndes for att binda biotinet till peptiden och saledes skapa
koordinatfilerna for biotinylerade peptiderna. Peptiderna sattes in i streptavidinet
med att overlappa peptidernas biotin med biotinet i streptavidinets kristallstruktur,
detta ocksa med hjilp av PyMOL.

Proceduren for att simulera de tva SV1-peptiderna med streptavidinet var samma
som for LV1 peptiden och beskrivs noggrannare ovan. I korthet bestod proceduren av

energiminimering i vakuum, tillséttande av vattenmolekyler och 12 negativt laddade
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kloridjoner for att neutralisera systemet, enegiminimering i vattenlosning, 100 ps
NVT och 100 ps NPT ekvilibrering efterfoljt av simulering under 25 ns. Strukturerna
visulaiseras i figur[3.10] Motsvarande som tidigare forlingdes denna simulering efterét
med 50 ns.

Figur 3.10: SV1-peptidernas (bla, rod) struktur med streptavidinet (grén) (a) i
borjan, (b) efter 25 ns och (c) efter 75 ns. Peptidernas struktur i bérjan ér resultatet
fran homologimodelleringen i en energiminimerad form.

Efter simuleringen utan elektriska falt applicerades ett elektriskt falt i y-riktning
med styrkan 5 - 107 % och systemet simulerades i 50 ns. Fran samma utgangspunkt

utfordes ocksa en 50 ns simulering med faltstyrkan i negativ y-riktning. Resultaten
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med jamforelse och analys hittas i kapitel och strukturerna visualiseras i figur

B.11

Figur 3.11: SVl-systemets struktur efter 50ns simulering med filtstyrkan (a)
5-10" X och (b) —5-107 X.

3.6 Kontroll-peptid med streptavidin

Procedurerna for att byta ut peptiderna och for simuleringarna &r identiska med
beskrivningen i kapitlet ovan. Systemet bestar nu av streptavidin med tva
biotinylerade Kontroll-peptider och proceduren igen likadan som i den tidigare
sektionen, med exceptionen av att inga joner tillsattes p.g.a. systemet var neutralt.
Figuren [3.12] visar strukturerna vid olika tidpunkter i simuleringarna utan elektriska
falt och figur [3.11] visar hur elektriska falten paverkar kontrollpeptiderna medan
resultaten och analyser hittas i kapitel [£.3] Det &r tydligt att Kontroll-peptiderna

utan laddningar inte paverkas av det elektriska faltet.

34



Ville Jarvinen

Figur 3.12: Kontroll-peptidernas (bla, rod) struktur med streptavidinet (gron) (a) i
borjan, (b) efter 25 ns och (c) efter 75 ns. Peptidernas struktur i bérjan ér resultatet
fran homologimodelleringen i en energiminimerad form.
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Figur 3.13: SVl-systemets struktur efter 50ns simulering med faltstyrkan (a)
5-10" X och (b) —5- 107 X.
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Kapitel 4
Resultat och diskussion

[ detta kapitel har resultaten fran simuleringarna samlats. Resultat och
analyser diskuteras och tolkas hédr nedan fér att sedan i avslutningen
sammanfattas och vidareutvecklas. For att studera bade hela peptiders och
peptidernas bindningssekvensers stabilitet anvinds RMSD-analys, RMSF-analys och
vatebindningsanalys. Antalet vitebindningar mellan peptiderna och streptavidinet
analyseras for att undersoka deras interaktion och systemets konvergering mot
jamvikt. Peptidandens avstand fran undertill pa streptavidinet méts ocksa for att fa
ett matt pa hur den laddade peptiddnden reagerar pa elektriska falt som funktion

av simuleringstid.

4.1 Simuleringar utan elektriska falt

For varje enskilt system har 75 ns av simulering utan elektriskt falt utforts. Det visar
sig att datan som dessa simuleringar har att ge ar minst lika mycket vért som datan

fran simuleringarna med elektriska félt.

Figur visar avvikelserna fran startstrukturen for peptidens ryggrad och RMSD-
vardena ar relativt stora men peptidernas flexibilitet leder till stora RMSD-vérden
och stora fluktuationer. RMSD-analyserna (figur och figur pé peptiderna
visar ocksa att den initiala 25 ns simuleringen verkar lamplig och tillrackligt lang for
att de initiala fordndringarna i konformationer ska hinna héanda. Alla tre system
visar ett ritt sa stabilt RMSD-virde efter 25ns. RMSD-virdet for peptidernas

bindningssekvens visar ocksa liknande stabilitet efter ca 25ns, féorutom for SV1_ 2-
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peptiden i figur som har stora fluktuationer i avvikelsen.

Simuleringarna utan elektriska falt lampar sig till att berdkna RMSF-varden for
peptiderna. Peptidernas RMSF-viarden foreslar vilka aminosyror som fluktuerar
mest fran en medelstruktur och vilka minst. Figur [1.3] visar att peptidens laddade
anda har den storsta standardavvikelsen och att bindningssekvensen har de lagsta

fluktutionerna.

1.2 1.2
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0.8 1

0.6

0.4

Avvikelse fran startstruktur (nm)
Avvikelse fran startstruktur (nm)
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Figur 4.1: RMSD-vérden for peptidens ryggrad under 75ns utan elektriska félt for
(a) LV1-peptiderna, (b) SV1-peptiderna och (c) Kontroll-peptiderna.
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Avvikelse fran startstruktur (nm)

—— SV1_1 utan elektriskt falt

0.0 —— SV1_2 utan elektriskt falt
0 10 20 30 40 50 60 70
Tid (ns)

(b)

0.6

Avvikelse fran startstruktur (nm)

0.0 4

Kontroll_1 utan elektriskt falt
Kontroll_2 utan elektriskt falt

T T T T T

30 40
Tid (ns)

(c)

50 60 70

Figur 4.2: RMSD-viarden for peptidens bindningssekvens ryggrad under 75ns
utan elektriska falt for (a) LV1-peptiderna, (b) SV1-peptiderna och (c) Kontroll-
peptiderna.
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Figur 4.3: RMSF-virden for peptidens ryggrad berdknat for 50ns for (a) LVI-
peptiderna, (b) SVI1-peptiderna och (c¢) Kontroll-peptiderna.

Analys av antalet vitebindningar internt i bindningssekvensen for peptiderna visar

ocksa en stabil struktur under 75ns och illustreras i figurerna [A.1] [A.2] och [A.3] i

bilagan. Antalet vitebindningar inom bindningssekvensen i dessa grafer kan relateras
till antalet vétebindningar som motsvarande struktur i Jaggedl-kristallstrukturen
visar med samma analysmetod. Antalet vitebindningar i den strukturen var fem
stycken. I samtliga grafer i bilagan fluktuerar antalet kring fem, med ett undantag i
SV1 1-peptiden i figurerna och [A'5] Orsaken till den sistndmnda avvikelsen
ar oklar och analysen dubbelkollades utan att hitta fel och den &nda logiska
forklaringen ar att AV1 1-peptiden fatt en drastiskt dndrad konformation vid

energiminimeringen.
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Undersoker man daremot vatebindningarna mellan peptiderna och streptavidinet
(figur sa Okar de under de forsta 25ns ratt sa kraftigt men &ven under de
foljande 50ns for samtliga simuleringssystem. Det innebér att peptiderna verkar

komma i kontakt med streptavidinet mer och mer.

Vitebindningar mellan peptiderna och streptavidinet

Vitebindningar mellan peptiderna och streptavidinet

60 60
55 55

5 50+ = 50 -

2 45 2 45
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2 35 2 351

T 30 T 30-

B 25 8 25-

'E 201 ‘E 20
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10 + 10
59 ——LV1_SAV utan elekriskt falt 51 —— SV1_SAV utan elektriskt falt
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60
55
50
45
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[—— Kontroll_SAV utan elektriskt falt|

Antalet vatebindningar

Tid (ns)
()

Figur 4.4: Antalet vitebindningar mellan peptiderna och streptavidinet under 75 ns
for (a) LV1-systemet, (b) SV1-systemet och (c¢) Kontroll-systemet.

Avstandsanalysen i figur visar att peptidernas N-terminaler antingen halls
omkring samma hdojd eller sjunker, d.v.s. kommer narmare streptavidinet som stoder
det tidigare pastaendet som baserade sig pa vitebindningar. Alla peptiders N-
terminaler visar sig stabilisera vid omkring 4 nm fran streptavidinets botten. Det
innebér att peptidernas laddade grupper befinner sig ca 5nm fran elektrodytan
vid jamvikt och det elektriska faltet i figur kan relateras till simuleringarna.
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Féltstyrkan ér saledes ungefir tva storleksordningar storre én enligt modellen for

det laddade dubbelskiktet for cellodlingsmedium som 16sning. Vid avstandet 10 nm
har faltstyrkan sjunkit med ytterligare tre storleksordningar. Med andra ord finns
det en stor risk att peptiderna inte kan styras i cellodlingsmedium med denna

ytfunktionalisering. Daremot &r mojligheterna stérre med losningar med svagare

jonstyrka.
10 10
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94 —— LV1_2 utan elektriskt falt 94 —— SV1_2 utan elektriskt falt
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T T
s 6 3 6
c c
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3 <
4 4
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2 24
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(a) (b)
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Kontroll_1 utan elektriskt falt
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[}
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Tid (ns)

(c)

Figur 4.5: Avstandet d fran undertill pa streptavidinet till peptidens N-terminal
under 75 ns utan elektriska falt for (a) LV1-peptiderna, (b) SV1-peptiderna och (c)
Kontroll-peptiderna.

4.2 Peptider i elektriska falt med olika styrkor

Det visar sig vara svart att urskilja responser med svagare filtstyrkor &n 5- 107 %

enligt figurerna [4.6] [£.7] och 4.8 En 16sning vore att forlinga simuleringstiden men
det skulle betyda exempelvis femdubbel 6kning fran de redan flera dagar langa
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simuleringarna. De enda responserna ses vid £5 - 107 % och eftersom strukturella

forandringar vill observeras anvindes den styrkan for resten av simuleringarna. En
bidragande orsak till varfor peptiderna verkar langsamma att reagera pa applicerade
krafter &r véitebindningarna som bildats mellan peptiderna och streptavidinet som
gor det svart att skilja pa dem i en kort 25ns simulering. Det betyder att
processerna kan ske i svagare elektriska falt men metodens begransningar tillater

inte undersokning om det faktiskt &r sa.

Féltstyrkan 5 - 107 % lampar sig for denna tidsskala pa 25 ns och ifall tidsskalan skulle

forlangas till, sig, 500 ns kanske 1 - 107 ¥ skulle réicka men eftersom simuleringstiden

m

ar begransad kan processen forsnabbas med en faltstyrka storre én i verkligheten.
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Figur 4.6: RMSD-virden for peptidens ryggrad under 50 ns utan elektriska falt och
under 25 ns med fyra olika faltstyrkor med identiska startstrukturer vid 25ns. LV1 1-
peptiden i (a) och LV1 2-peptiden i (b).
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Figur 4.7: RMSD-vérden for peptidens bindningssekvens ryggrad under 50 ns utan
elektriska falt och under 25 ns med fyra olika faltstyrkor med identiska startstrukturer
vid 25ns. LV1_ 1-peptiden i (a) och LV1_2-peptiden i (b).
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Figur 4.8: Avstandet d fran undertill pa streptavidinet till peptidens N-terminal
under 50ns for fyra olika féltstyrkor och utan, for (a) LV1 1-peptiden och (b)
LV1 2-peptiden

4.3 Peptider i elektriska falt med olika riktning

RMSD-analysen for LV1-, SV1- och Kontroll-peptidernas ryggrad (figur [4.9) visar i
vissa fall fordndringar men antingen forst mot slutet av simuleringstiden eller bara

pa en av de tva peptiderna. Detta tyder pa att tidsskalan inte riktitgt réckrer
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till. Kontroll-peptiderna utan laddning visar som forvantat mycket sma skillnader

i avvikelser fran startstruktur med olikriktade faltstyrkor.

RMSD-analysen for ryggraden for peptidernas bindningssekvens (figur visar
ingen tydlig diskriminering mellan de olikriktade faltstryrkorna, vilket &r ett bra
tecken eftersom det tyder pa att peptidens viktiga sekvens forblir stabil och
strukturellt intakt. Eftersom vérdet i sig inte nodvéandigtvis séger sa mycket ar det

man har att ga efter endast jamforelser med fallet utan elektriska falt.

Antalet véitebindningar inom bindningssekvensen visar igen stabilitet i strukturen
eftersom figurerna [A.4], [A.5] och [A.6] i bilagan visar varken okande eller minskande

trender.
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Figur 4.9: RMSD-vérden for peptidens ryggrad under 25 ns utan elektriska falt (svart)
efterfoljt av tre olika 50 ns simuleringar bade utan elektriska falt och med féltstyrka
pa 5107 ¥ (réd) och —5- 107 ¥ (bla) med identiska startstrukturer vid 25ns. LV1-
peptiderna i (a) och (b), SV1-peptiderna i (c) och (d) samt Kontroll-peptiderna i (e)
och (f).
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Figur 4.10: RMSD-vérden for peptidens bindningssekvens ryggrad under 25 ns utan
clektriska falt (svart) efterfoljt av tre olika 50ns simuleringar bade utan elektriska
filt och med filtstyrka pa 5-107X (réd) och —5-107% (bld) med identiska
startstrukturer vid 25ns. LV1-peptiderna i (a) och (b), SV1-peptiderna i (c¢) och
(d) samt Kontroll-peptiderna i (e) och (f).
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Figur visar en minskning i vitebindningar mellan peptiderna och streptavidinet

i elektriska félt applicerade i positiv y-riktning vilket indikerar att LV1-peptiderna

vecklas ut fran ytan av streptavidinet. Det samma kan inte séigas om SV1-systemet

i figur dér ingen tydlig trend kan ses for varken positiva eller negativa

elektriska falt. Men SV1-peptiden utsitts ocksa for svagare krafter p.g.a. dess

mindre laddning och samma tidsskala kanske inte racker till. Kontroll-peptiderna
kan enligt figur konstateras antingen bilda en alltmera starkare interaktion

med streptavidinet oberoende elektriska falt eller sa behaller dem interaktionen som
skapats under de forsta 25 ns (figur utan elektriska falt som utgor startstrukturen

for simuleringarna med elektriska félt.
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Figur 4.11: Antalet vitebindningar mellan LV1-peptiderna och streptavidinet under
50ns med elektriska filt med styrkan 5-107 ¥ i (a) och —5- 107 X i (b).
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Figur 4.12: Antalet viatebindningar mellan SV1-peptiderna och streptavidinet under
50ns med elektriska filt med styrkan 5- 107 X i (a) och —5-107 X i (b).
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Figur 4.13: Antalet vitebindningar mellan Kontroll-peptiderna och streptavidinet
under 50 ns med elektriska félt med styrkan 5- 107 X i (a) och —5-107 L i (b).

Avstandsanalysen i figur visar den tydligaste responsen pa olikriktade elektriska
falt men responsen som syns som Okande avstand &r stérre dn responsen som
syns som minskande avstand. Detta beror troligtvis pa att streptavidinet ar i
vagen for peptidernas éndor att boja sig nerat ytterligare men dndorna &r friare
att rora sig uppat. LV1-peptiderna visar tydligt ¢kande avstand med det positiva
elektriska falte men mindre tydligt minskande avstand med det negativa elektriska

faltet. SV1-peptiderna visar responser for bade positiva och negativa elektriska falt
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men i jamforelse med Kontroll-peptidernas responser ar skillnaderna #&nda sma,

atminstone fér SV1 _1-peptiden. Kontroll-peptiderna stabiliserar sig vid en viss h6jd

och fluktuerar inte mycket men utgdr ett matt pa vad som klassas som respons.

Det ar klart att variationerna mellan responserna mellan de tva identiska peptiderna
ar stora. Langre simuleringar kunde definitivt minimera dessa variationer, ocksa
introducering av olika startkonfigurationer och flera simuleringar kunde gora

resultaten tydligare.
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Figur 4.14: Avstandet d fran undertill pa streptavidinet till peptidens N-terminal
under 25 ns utan elektriska félt (svart) efterfoljt av tre olika 50 ns simuleringar bade
utan filtstyrka och med filtstyrkan 5 - 107 ¥ (réd) och —5 - 107 ¥ (bla) med identiska
startstrukturer vid 25 ns. LV1-peptiderna i (a) och (b), SV1-peptiderna i (c) och (d)

samt Kontroll-peptiderna i (e) och (f).
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Kapitel 5
Slutsatser och sammanfattning

[ borjan av avhandlingsarbetet var planen att simulera ett system bestaende av flera
grupper av streptavidin med peptider som ar fiasta ovanpa det sjélvorganiserande
monolagret som ar bundet till en guldyta. Detta visade sig vara for tidskrédvande och
avancerat inom omfattningen av denna avhandling. Darfor gjordes valet att fokusera
pé peptidernas samspel med streptavidin-proteinet. Eftersom tidigare studier 2| av
det sjdlvorganiserande monolagret visat att det ar véligt ordnat och tunt forvintas
inga dramatiska fenomen som skulle paverka peptiderna direkt. Darfér kan metoden
med positionsbegriansningarna undertill pa streptavidinet antas representera en del

av den verkliga ytan med tillrdcklig precision.

Strukturanalyserna omfattade RMSD-analys for peptiderna, bindningssekvensen
for peptiderna, antalet vitebindningar inom peptidernas bindningssekvens, antalet
vatebindningar mellan peptiderna och streptavidinet men ocksa peptiddndens
avstand fran undertill pa streptavidinet. Analyserna askadliggjorde det elektriska
faltets inverkan pa strukturen hos peptidernas bindningssekvens och kan konstateras
ha minimal effekt pa bindningssekvensensens struktur. Avstandsanalysen i figur [4.14]
visar daremot en tydlig differentiering i responsen som funktion av faltets riktning.
Hypotesen var att peptider med positiv laddning i &ndan kan strackas ut eller bojas
med elektriska falt riktade uppat respektive nedat och pa basis av denna studie
ser det ut som att hypotesen kan bekréftas for 16sningar med ldagre jonstyrka &n

cellodlingsmedium.

Orsaken till att bindningssekvensens stabilitet och struktur &r viktig och intressant &r
att peptiden ska kunna binda till Notch-receptorn &ven om en elektrisk potential &ar

applicerad. Som resultaten visar verkar bindningssekvensens strukturella integritet
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behallas vid varierande elektriska falt. Men eftersom studien inte undersokte

interaktioner till receptorn kan det inte heller ges resultat om peptidernas affinitet

till Notch-receptorn.

Som resultaten i kapitel visar interagerar peptiderna naturligt med ytan
av streptavidinet och vétebindnigar formas mellan peptiderna och tillgingliga
aminosyror pa ytan av streptavidinet. Detta innebér att peptiderna paverkas mindre
an forvintat av elektriska falt, eftersom de anpassar sig till hela komplexet och hittar

en stabilare struktur.

Kapitel visade att simuleringen med den elektriska filtstyrkan 108 % resulterade
i biotinets lossnande fran streptavidinet. Vidare resulterade filtstyrkan pa 5 - 107 %
inte i samma destruktiva foljd, vilket betyder att dissociering av biotin och
streptavidin sannolikt inte hiander vid faltstryrkor mindre &n 5 - 107 % Samtidigt
pavisar resultaten for filtstyrkor mindre #n eller lika med 107 % att inga tydliga
strukturella fordndringar sker. Detta leder till ett smalt omrade kring 5 - 107 % dar
den elektriska faltstyrkan har en inverkan pa peptiderna utan att forstora strukturen.
Det ar énda viktigt att komma ihag att simuleringarna studerar systemet under en
valdigt kort tid och en forlangd simuleringstid skulle ge mer tillférlitliga resultat.
Ifall flera olika startstrukturer for peptiderna dessutom kunde implementeras skulle

det kunna ge mer palitliga resultat.

Som berakningarna for faltstyrkans profil i kapitel [3| demonstrerar, uppnas betydligt
svagare féltstyrka 1 praktiken &n vad som anvinds i simuleringarna. Dessa
berdkningar ar viktiga for att validera resultaten fran molekyldynamiken eftersom
faltstyrkan &r stor och tidsskalan liten i férhallande till experimentella uppstéllningar.
Den viktiga poangen ar att ju ndrmare elektrodytan peptidernas laddningar ar desto

starkare elektriska falt paverkas de av.

Det ar tydligt att metoderna i avhandlingen ar lampliga for att undersoka strukturel-
la fordndringar for ideala system och jamfora skillnader i konformationséndringarna
mellan olika peptider. Daremot fallerar metoderna i att reproducera andra fenomen
som ar av stor vikt i verkliga experiment, sasom det laddade dubbelskiktet for
att skapa ett exponentiellt avtagande elektriskt falt med avseende pa avstand
fran elektrodytan. En annan logisk brist hos metoden &r att processer som sker
under ldngre tid dn hundratals nanosekunder forblir osedda pa en tidsskala pa
100ns. Ett exempel pa en sadan process kan vara att uppna jamviktslage for

peptidkonformationer i svagare féaltstyrkor.
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Diskussionen i kapitlet behandlade likheter och olikheter mellan kraftfilt med

polariserbara molekyler och icke-polariserbara molekyler, och slutsatsen var att
fortsatta studier pa motsvarande system gjorda med kraftfilt som implementerat
polariserbarhet skulle ge en god oversikt over likheter och olikheter mellan
kraftfilten. Det skulle ocksa ge en indikation pa bristerna med modellering av dylika

system med icke-polariserbara molekyler jamfért med polariserbara.

54



Ville Jarvinen

Litteraturforteckning

[1] Chandramouli R. Chillakuri m. fl. ”Structural Analysis Uncovers Lipid-Binding
Properties of Notch Ligands”. I: Cell Reports 5.4 (2013), s. 861-867. 1SSN: 2211-
1247. DOI: https://doi.org/10.1016/j.celrep.2013.10.029.

[2] Eleonora Macchia m.fl. ”Single-molecule detection with a millimetre-sized
transistor”. I: Nature Communications 9 (2018).

[3] Jun Li m.fl. "Rationally Designed Peptide Interface for Potential Modulated
Cell Adhesion and Migration”. I: Advanced Materials Interfaces 2.15 (2015),
s. 1500335. DOI: 110.1002/admi .201500335.

[4] Eleonora Cantini m.fl. "Electrically Responsive Surfaces: Experimental and
Theoretical Investigations”. I: Accounts of Chemical Research 49.6 (2016).
PMID: 27268783, s. 1223-1231. DOI: 10.1021/acs.accounts.6b00132.

[5] Yi Chen m.fl. "Electrically Induced Conformational Change of Peptides on
Metallic Nanosurfaces”. I: ACS Nano 6.10 (2012). PMID: 22897498, s. 8847—
8856. DOI: [10.1021/1nn3027408.

[6] Guoyo Wu. Amino Acids : Biochemistry and Nutrition. ProQuest Ebook Cen-
tral https://ebookcentral.proquest.com/lib/abo-ebooks/detail.action?docID=1165871.
Baton Rouge: Taylor och Francis Group, 2013.

[7] Schrodinger, LLC. "The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8”.
Nov. 2015.

[8] Jung Wook Lee m.fl. "Characterization of a self-assembled monolayer of
thiol on a gold surface and the fabrication of a biosensor chip based on
surface plasmon resonance for detecting anti-GAD antibody”. I: Biosensors
and Bioelectronics 20.7 (2005), s. 1422-1427. 1SSN: 0956-5663. DOI: https :
//doi.org/10.1016/j.bios.2004.04.017.

[9] Reitz m.fl. Foundations of electromagnetic theory. 4. utg. Addison-Wesley,
1992.

%)


https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.celrep.2013.10.029
https://doi.org/10.1002/admi.201500335
https://doi.org/10.1021/acs.accounts.6b00132
https://doi.org/10.1021/nn3027408
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bios.2004.04.017
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.bios.2004.04.017

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

18]

[19]

Ville Jarvinen
Ohshima och Hiroyouki. Electrical Phenomena at Interfaces and Biointerfaces
: Fundamentals and Applications in Nano-, Bio-, and Environmental Sciences.
4. utg. ProQuest Ebook Central https://ebookcentral.proquest.com/lib/abo-
ebooks/detail.action?docID=818455. John Wiley och Sons, Incorporated,
2012.
Mark James Abraham m.fl. "GROMACS: High performance molecular
simulations through multi-level parallelism from laptops to supercomputers”.
I: SoftwareX 1-2 (2015), s. 19-25. 1SSN: 2352-7110. DOI: https://doi.org/
10.1016/j.s0ftx.2015.06.001.
Wei Huang, Zhixiong Lin och Wilfred F. van Gunsteren. ”Validation of the
GROMOS 54A7 Force Field with Respect to -Peptide Folding”. I. Journal of
Chemical Theory and Computation 7.5 (2011). PMID: 26610119, s. 1237-1243.
DOI: 10.1021/ct100747y.
Szilard Pall m.fl. "Tackling Exascale Software Challenges in Molecular
Dynamics Simulations with GROMACS”. I. Solving Software Challenges
for Ezascale. Utg. av Stefano Markidis och Erwin Laure. Cham: Springer
International Publishing, 2015, s. 3-27.
Sander Pronk m.fl. "7GROMACS 4.5: a high-throughput and highly parallel
open source molecular simulation toolkit”. I: Bioinformatics 29.7 (febr. 2013),
s. 845-854. 1SSN: 1367-4803. DOI: [10.1093/bioinformatics/btt055.
Berk Hess m.fl. "GROMACS 4: Algorithms for Highly Efficient, Load-
Balanced, and Scalable Molecular Simulation”. I: Journal of Chemical Theory
and Computation 4.3 (2008). PMID: 26620784, s. 435-447. DOL: 10 . 1021/
ct700301q.
David Van Der Spoel m.fl. "GROMACS: Fast, flexible, and free”. I. Journal
of Computational Chemistry 26.16 (2005), s. 1701-1718. DOI: 10.1002/jcc.
20291.
H.J.C. Berendsen, D. [van der Spoel| och R. [van Drunen|. "GROMACS: A
message-passing parallel molecular dynamics implementation”. I. Computer
Physics Communications 91.1 (1995), s. 43-56. 13SSN: 0010-4655. DOI: https:
//doi.org/10.1016/0010-4655(95) 00042-E.
Lindahl m.fl. GROMACS 2019.6 Source code. Version 2019.6. Febr. 2020. DOTI:
10.5281/zenodo . 3685922.
Lindahl m.fl. GROMACS 2019.6 Manual. Version 2019.6. Febr. 2020. DOTI:
10.5281/zenodo . 3685925.

26


https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.softx.2015.06.001
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.softx.2015.06.001
https://doi.org/10.1021/ct100747y
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btt055
https://doi.org/10.1021/ct700301q
https://doi.org/10.1021/ct700301q
https://doi.org/10.1002/jcc.20291
https://doi.org/10.1002/jcc.20291
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0010-4655(95)00042-E
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/0010-4655(95)00042-E
https://doi.org/10.5281/zenodo.3685922
https://doi.org/10.5281/zenodo.3685925

20]

[21]

[22]

23]

[24]

[25]

26]

27]

28]

[29]

[30]

[31]

Ville Jarvinen
Kittel C. och McEuen P. Introduction to solid State Physics. 8. utg. Hoboken,
N.J: Wiley, 2005.
Berk Hess m. fl. "LINCS: A linear constraint solver for molecular simulations”.
I: Journal of Computational Chemistry 18.12 (1997), s. 1463-1472. DOTI: [10.
1002/ (SICI)1096-987X(199709)18:12<1463::AID-JCC4>3.0.C0;2-H.
Ulrich Essmann m. fl. ”A smooth particle mesh Ewald method”. I The Journal
of Chemical Physics 103.19 (1995), s. 8577-8593. DOI: |10.1063/1.470117.
Shuichi Miyamoto och Peter A. Kollman. ”"Settle: An analytical version of
the SHAKE and RATTLE algorithm for rigid water models”. 1. Journal
of Computational Chemistry 13.8 (1992), s. 952-962. DOI: 10 . 1002/ jcc .
540130805.
Giovanni Bussi, Davide Donadio och Michele Parrinello. "Canonical sampling
through velocity rescaling”. I. The Journal of Chemical Physics 126.1 (2007),
s. 014101. DOI: 110.1063/1.2408420.
Lindahl E., Hess B. och van der Spoel D. "GROMACS 3.0: a package for
molecular simulation and trajectory analysis.” I: J Mol Model 7 (2001), s. 306—
317.
William Humphrey, Andrew Dalke och Klaus Schulten. "VMD - Visual
Molecular Dynamics”. I: Journal of Molecular Graphics 14 (1996), s. 33-38.
Andrej ali. "Comparative protein modeling by satisfaction of spatial restraints”.
I: Molecular Medicine Today 1.6 (1995), s. 270-277. 1SSN: 1357-4310. DOI:
https://doi.org/10.1016/S1357-4310(95)91170-7.
Alpeshkumar K. Malde m.fl. ”An Automated Force Field Topology Builder
(ATB) and Repository: Version 1.0”. I: Journal of Chemical Theory and
Computation 7.12 (2011). PMID: 26598349, s. 4026-4037. DOI: 10 . 1021/
ct200196m.
Justin A. Lemkul. Protein-Ligand Complex. URL: http://www.mdtutorials.
com/gmx/complex/index.html.
Torsten John m.fl. "Growth, Polymorphism, and Spatially Controlled
Surface Immobilization of Biotinylated Variants of TAPP21-27 Fibrils”. I:
Biomacromolecules 21.2 (2020). PMID: 31887030, s. 783-792. DOI: [10.1021/
acs.biomac.9b01466.
Stefanie Freitag m.fl. ”Structural studies of binding site tryptophan mutants
in the high-affinity streptavidin-biotin complex11Edited by I. A. Wilson”. I:
Journal of Molecular Biology 279.1 (1998), s. 211-221. 1SSN: 0022-2836. DOTI:
https://doi.org/10.1006/jmbi.1998.1735.

o7


https://doi.org/10.1002/(SICI)1096-987X(199709)18:12<1463::AID-JCC4>3.0.CO;2-H
https://doi.org/10.1002/(SICI)1096-987X(199709)18:12<1463::AID-JCC4>3.0.CO;2-H
https://doi.org/10.1063/1.470117
https://doi.org/10.1002/jcc.540130805
https://doi.org/10.1002/jcc.540130805
https://doi.org/10.1063/1.2408420
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S1357-4310(95)91170-7
https://doi.org/10.1021/ct200196m
https://doi.org/10.1021/ct200196m
http://www.mdtutorials.com/gmx/complex/index.html
http://www.mdtutorials.com/gmx/complex/index.html
https://doi.org/10.1021/acs.biomac.9b01466
https://doi.org/10.1021/acs.biomac.9b01466
https://doi.org/https://doi.org/10.1006/jmbi.1998.1735

32]

33]

[34]

Ville Jarvinen
Magnus S. Bauer m.fl. "Monomeric streptavidin: a versatile regenerative
handle for force spectroscopy”. I: bioRziv (2018). DOI: |10.1101/276444.
Felix Rico m.fl. "Heterogeneous and rate-dependent streptavidin—biotin
unbinding revealed by high-speed force spectroscopy and atomistic
simulations”. I: Proceedings of the National Academy of Sciences 116.14 (2019),
s. 6594-6601. 1SSN: 0027-8424. DOI: 10.1073/pnas.1816909116.
Other software - Gromacs. URL: http://www.gromacs.org/Downloads/User_

contributions/Other_software.

58


https://doi.org/10.1101/276444
https://doi.org/10.1073/pnas.1816909116
http://www.gromacs.org/Downloads/User_contributions/Other_software
http://www.gromacs.org/Downloads/User_contributions/Other_software

Ville Jarvinen

Bilaga A

Figurer

Vitebindningar inom bindningssekvensen Vitebindningar inom bindningssekvensen
164 —— LV1_1 utan elektriskt falt 16 4 —— LV1_2 utan elektriskt falt

o 141 o« 141
5 g
£ 124 £ 124
c c
E 10 E 104
S <
& 8 & 89
> >
B 6 5 6
s =
< 4 < Y

24 24

0 0+

0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Tid (ns) Tid (ns)

(a) (b)

Figur A.1: Antalet vétebindningar inom bindningssekvensen for peptiderna under
50 ns utan elektriska falt for LV1 1-peptiden i (a) och LV1 2-peptiden i (b).
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Figur A.2: Antalet vitebindningar inom bindningssekvensen for peptiderna under
50 ns utan elektriska falt for SV1_1-peptiden i (a) och SV1_2-peptiden i (b).
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Figur A.3: Antalet vitebindningar inom bindningssekvensen fér peptiderna under
50ns utan elektriska falt for Kontroll 1-peptiden i (a) och Kontroll 2-peptiden i

(b).
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Figur A.4: Antalet vétebindningar inom bindningssekvensen for LV1-peptiderna
under 50ns med elektriska filt med styrkan 5- 107 X i (a) och (b) samt —5- 107 ¥ i

(c) och (d).
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Figur A.5: Antalet vitebindningar inom bindningssekvensen for SV1-peptiderna
under 50 ns med elektriska filt med styrkan 5- 107 X i (a) och (b) samt —5- 107 ¥ i

(c) och (d).
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Figur A.6: Antalet viatebindningar inom bindningssekvensen for Kontroll-peptiderna
under 50 ns med elektriska félt med styrkan 5- 107 X i (a) och (b) samt —5- 107 ¥ i
(c) och (d).
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