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Tiivistelmi

Tassd tyossd tutkittiin DigA16- ja 1IKT7-proteiineja. Proteiineille suoritettiin klas-
sisia. MD-simulaatioita kiyttdmélla Orac4.0-ohjelmistoa. DigA16-proteiinin kokeelli-
sesti mitattu rakenne tdydennettiin tietokoneella ja kokonaisesta proteiinista simuloi-
tiin kolmea eri rakennetta. 1KT7-proteiinin simulaation ldhtoérakenteena oli kokeel-
lisesti mitattu rakenne, jota ei tarvinnut tdydentdd. Simulaatioita suoritettiin kuta-
kin 10,751 nanosekunnin verran, joista 0,751 ns oli alustusta ja 10 ns simulointia
300 Kelvinissa. Téastd 10 ns vaiheesta keréttiin analysoitu data. Simulaation aika-
na kokonaisenergia kasvoi tasaisesti. Kasvu oli niin pienté, ettd sen voidaan kat-
soa johtuneen taysin MD-simulaatiossa kumuloituvasta pyoristysvirheestd. Tama on
tavallista MD-simulaatioille. Kahdesta DigA16-proteiinin simulaatioista 16ytyi pieni
konformaatiomuutos, jonka aikaskaala on noin 2 ns. Téssd konformaatiomuutoksessa
proteiinin aminohappoketjun pdin 4-5 reunimmaista aminohappoa muuttavat selvis-
ti asentoaan. Lisdksi tutkittiin miten DigA16-proteiinissa aminohappojen 42 ja 170
valilla olevan rikki-rikki-sidoksen puuttuminen vaikutti proteiinin kiyttdytymiseen.
Tuloksista voidaan péitelld, ettd rikki-rikki-sidoksen puuttuminen aiheuttaa loppu-
padn hinnidn vaeltamisen kauemmas muusta proteiinista. Kuitenkin sidoksen puut-
tuminen aiheutti vain lokaaleja asennonmuutoksia proteiinin reunalla ja esimerkiksi
proteiinin tunnusomaiseen [-tynnyriin sidoksen puuttuminen ei vaikuttanut. Edel-
14 mainittu konformaatiomuutos tapahtui aminohappoketjun toisessa péaissd, mutta
kuitenkin muutos tapahtui vain niissd simulaatioissa, joissa rikki-rikki-sidos oli ir-
ti. Kahdessa simulaatiossa oli mukana vierasmolekyyli, joka oli proteiinin onkalossa.
DigA16:n vierasmolekyylind oli digoksigeniini ja 1KT7:n vierasmolekyyliné retinoli.
Kumpikaan vierasmolekyyli ei kokenut asennonmuutosta. Pientd heilumista tapahtui,
mutta tdmi on tavallista simulaatioissa. DigA16:n hydrofilisid sivuryhmié on l&hel-
1a digoksigeniinid ja ne todenn#kdisesti muodostavat sen kanssa vetysidoksia. LK'T7
puolestaan pitéd hydrofobisia fenyylirenkaita ja metyyliryhmié retinolin l&hell&, miké
oli odotettavissa.
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1 Johdanto

Kuva 1: DigA16-proteiini. Oranssilla vdrilld merkittynd ovat tietokoneella lisdtyt aminoha-
pot. Alkuperdisen kokeellisesti mitatun rakenteen aminohapot ovat turkoosilla varilld. Lisdk-
st kuvassa on erityisesti korostettu rikki-rikki-sidoksiin osallistuvia kystiini-aminohappoja
jarjestysnumeroltaan 8 ja 115 oikealla puolella sekd 42 ja 170 vasemmalla puolella.

1.1 Proteiinit

Proteiinit ovat biomolekyyleja, joita esiintyy kasveissa, eldimissi ja bakteereissa. Kuvassa 1
on DigA16-proteiini, joka kuuluu lipokaliiniproteiinien perheeseen. Proteiinit toimivat mo-
nissa dynaamisissa ja rakenteellisissa rooleissa. Ne esimerkiksi kuljettavat aineita kehossa,
muodostavat kehikon solurakenteelle, toimivat solujen rakennusaineina tai toimivat ent-
syymeiné katalysoimassa kemiallisia muutoksia. Proteiinit myds suojelevat ihmisié virus-
ja bakteeri-infektioita vastaan.

Proteiinit rakentuvat aminohapoista, joita tunnetaan 22. Tosin vain 20:t4 néistd on 16y-
detty useammalta kuin yhdelté lajilta. Proteiineissa aminohapot muodostavat pitkdn poly-



peptidiketjun, jossa edellisen aminohapon karboksyyliryhméaén (ns. C-pdd) on kovalentilla
peptidisidoksella kiinnittynyt seuraavan aminohapon aminoryhméén (ns. N-pid). Yleisesti
aminohappoketjun alkupéfind ymmérretiin se pii, jossa on vapaa aminoryhmé (—N Hy')
ja loppupéddni se péi, jossa on vapaa karboksyyliryhm&(—COO™). Kunkin aminohapon
keskuksena on hiiliatomi (alfahiili, C,), johon on kiinnittynyt nelji eri ryhméa: amino-
ryhmé, (-N Hs), karboksyyliryhmé (-COOH), vetyatomi (H) sekd kullekin aminohapolle
tunnusomainen sivuryhma, jota merkitdan tavallisesti kirjaimella R. Yksinkertaisimmillaan
sivuryhmé on glysiinin vetyatomi (kuva 2), mutta se voi koostua myos kahdeksastatoista
atomista kuten tryptofaanin tapauksessa (kuva 3). Tyypillisesti proteiini-nimitystd kdyte-
tddn molekyyleisté, joissa on yli 50 aminohappoa. Pienemmistd kiytetdan nimitysta pep-
tidi, esimerkiksi monista hormooneista, joiden molekyylimassa on alle 5000 u. Aminohapot
koostuvat tyypillisesti hiilestd, vedysté, hapesta, typestd ja rikisté [1].
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Kuva 2: Kaaviokuva glysiini-aminohaposta. C, on merkitty punaisella. Kaksi yksittdista

Cy:n kitnnattynyttd vetyatomia on jatetty merkitsemdttd. Toinen ndistd on glysiinin sivu-
ryhmd [2].

Kuva 3: Kaaviokuva tryptofaani-aminohaposta. C, on merkitty punaisella [3].

1.1.1 Proteiinien avaruudellinen rakenne

Proteiinien rakenteen késittely on jaettu neljdan tasoon. Primaarirakenne kisittda proteii-
nin aminohappoketjun jérjestyksen, josta nikyy mitd aminohappoja proteiinissa on ja mis-
sé jarjestyksessd ne ovat ketjuuntuneet. Sekundaarirakenteella viitataan proteiinin eri osis-
sa tavattaviin hieman laajempiin kokonaisuuksiin, jotka rakentuvat aminohappojen vilisis-
ta vety- ja rikkisidoksista. Yleisesti hyvini esimerkkeini téstd ovat a-kierteet (a-heliksit,
engl. a-helix, kuva 4) ja f-levyt (engl. 5-sheet, kuva 5). Proteiinin tertiaarirakenne tarkoit-
taa koko proteiinin kolmiulotteista rakennetta. Kvaternaarirakenteella tarkoitetaan usean
proteiinin yhteenliittymén rakennetta. Suoriutuakseen roolistaan biokemiallisissa proses-
seissa proteiinilla pitda olla tietty avaruudellinen rakenne. Proteiini pystyykin etsiytymaan
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Kuva 4: a-heliksin kaaviokuva. Punainen katkoviiva merkitsee vetysidosta neljan aminoha-

pon padhdn ketjussa [4].
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Kuva 5: B-levyn kaaviokuva. Nuolet osoittavat aminohappoketjun suunnan (alkupddsta lop-
pupddihdn) [5].



luonnolliseen tertiaarirakenteeseensa spontaanisti, pelkistddn aminohappoketjun rakenteen
perusteella.

Tama spontaani muotoutuminen (engl. folding) johtuu aminohappoketjussa vaikutta-
vista ei-kovalenteista voimista, jotka riippuen aminohappoketjun jérjestyksestd ohjaavat
proteiinin oikeaan tertiaarirakenteeseen. Naméa voimat johtuvat vetysidoksista ja heikoista
pitkinkantaman vuorovaikutuksista proteiinin atomien valilla, mutta koska proteiinin jo-
kainen atomipari vuorovaikuttaa, on voimien summa riittdvén suuri [1]. Tarkein téllainen
voima on hydrofobinen nidennéisattraktio, jossa proteiinin hydrofobiset osat hakeutuvat yh-
teen, pienentien reaktiopinta-alaa liuoksen veden kanssa. Hydrofiliset osat proteiinia taas
pyrkivat kosketuksiin veden kanssa, jotta ne voivat muodostaa vetysidoksia vesimolekyy-
lien kanssa. Lisdksi konformaation muodostumiseen vaikuttavat sihkdstaattinen Coulom-
bin vuorovaikutus sekd Van der Waalsin vuorovaikutus.

Van der Waals-voima itseasiassa aiheuttaa edelld mainitun hydrofobisen néenniisatt-
raktion, silld juuri tdmé voima ajaa vesimolekyylit ja hydrofiliset molekyylien osat tois-
tensa viereen, jattden hydrofobiset osat toistensa ldhelle. Van der Waals-voima aiheuttaa
lisiksi lyhyen kantaman attraktion atomeiden vélille. Sihkdstaattiset voimat ovat yleen-
si heikkoja, koska varautuneet osat proteiinia hakeutuvat usein proteiinin pinnalle, jossa
ne padsevit kosketuksiin veden kanssa. Vedelld on kuitenkin suuri dielektrisyysvakio (huo-
neenldmmossa noin 80), joten kerdéntyneet varaukset eiviit vuorovaikuta kauas veden lapi.
Proteiinin sisélle jadneet varaukset padsevit vuorovaikuttamaan toistensa kanssa.

Jos proteiini denaturoituu esimerkiksi lammon tai kemiallisten aineiden vaikutuksesta,
sekundaari-, tertiaari- ja mahdollinen kvaternaarirakenne hajoavat. Taman vuoksi proteiini
el voi suorittaa tavallista kemiallista tehtdvaansa ellei se padse etsiytymaéan takaisin luon-
nolliseen muotoonsa. Proteiini voi myts menettdd toiminnallisuutensa, jos se kokee pie-
nen konformaatiomuutoksen jossakin toiminnallisuuden kannalta tarkedsséi paikassa, vaik-
ka muut osat pysyisivit entiselldan.

1.1.2 Proteiinien rakenteen kokeellinen mittaus

Proteiinien primaarirakenne eli aminohappoketjun aminohappojen jérjestys ja usein jo-
pa tarkka avaruudellinen rakenne voidaan mitata. Ennen mittausta tavallisessa néytteessa
olevat tuhannet erilaiset proteiinit pitda erottaa toisistaan. Tamé voidaan tehda esimerkik-
si elektroforeesilla tai jollakin molekyylimassaan perustuvalla erotusmenetelmélla. Useissa
proteiineissa on monta erillistd polypeptidiketjua, jotka pitdd erottaa toisistaan ja puh-
distaa ennen mittausta. Polypeptidiketjun primaarirakenne mitataan tavallisesti Edmanin
reaktion avulla [1, sivu 74]. Edmanin reaktiossa polypeptidiketjujen annetaan reagoida fe-
nylisothiosyanaatin kanssa, joka erottaa ketjusta ensimmaéisen aminohapon - sen, jossa on
vapaa N H;-ryhmé. Témin jilkeen irroitettu aminohappo tunnistetaan kromatograafises-
ti. Prosessia voidaan toistaa noin 30-40 kertaa, tdmén jilkeen liuoksessa on jo niin paljon
epapuhtauksia kesken jadneistd reaktioista, ettei lisid aminohappoja voida endi tunnistaa.
Kaytannossa proteiinit pitda siis ensin pilkkoa sopivan mittaisiksi patkiksi, koska proteiinit
useimmiten ovat pidempiéd kuin 40 aminohappoa.

Proteiinien avaruudellista rakennetta (kuva 1) voidaan mitata kokeellisesti esim. ront-



gendiffraktiolla kiteytetystd proteiinimolekyylien muodostamasta hilasta (réntgenkristal-
lografia) tai NMR-mittauksilla (engl. nuclear magnetic resonance) kiteyttamattomasta ra-
kenteesta. Kristallografiassa proteiinista tehddin hyvin vahvaa liuosta, joka muistuttaa
ldhinna proteiinimolekyyleistd muodostunutta kidetti. Kiteessd on kuitenkin tyypillisesti
40-60% liuotinta, koska proteiinimolekyylit ovat suuria kokonaisuuksia ja niiden muodot
voivat olla hyvinkin monimutkaisia. Itse mittauksessa rontgenséteen annetaan diffraktoitua
kiteestd, tarkemmin ottaen atomien elektroniverhoista. Diffraktoituneesta séteilysti saa-
daan mitattua kiteen elektronitiheyden jakauma, josta voidaan péitelld proteiiniatomien
paikat ja tyypit.

NMR-mittaus on toinen tapa saada tarkkoja atomaarisia koordinaatteja proteiineis-
ta. Téssd mittaustavassa on kuitenkin rajoituksensa. NMR-mittauksessa osa tavallisista
hiili-, typpi- ja happi-isotoopeista (}2C, 1N ja '80) pitii korvata isotoopeilla, joissa on
pariton méird nukleoneja (13C, PN ja 170), jotta ytimessi olisi pariton spin-tila ja se ab-
sorboisi mittauksessa kiytettyji radiosédteilypulsseja. NMR-mittauksilla on havaittu, ettd
proteiini on jatkuvassa liikkeessd. Proteiinissa saattaa jopa tapahtua pienid konformaa-
tiomuutoksia spontaanisti. Rontgendiffraktiomittauksissa saadaan kylla mittaustuloksena
tarkat koordinaatit, mutta koska mittaus suoritetaan suurelle joukolle proteiinimolekyyle-
ji, voivat jotkin proteiineista olla hieman eri asennossa, lisiksi atomien tiedetéddn olevan
jatkuvasti pienessé liikkeessd. Mittaustuloksen koordinaatit ovat siis keskiarvoja atomien
paikoille, nama ovat kuitenkin riittavan tarkkoja esimerkiksi molekyylidynamiikkasimulaa-
tion ldhtoarvoiksi. Rontgendiffraktiomittauksissa on myos havaittu, ettd proteiinin atomit
eivit ole kovin tiukkaan pakkautuneet proteiinin sisidllikdan ja sielld oleva yliméarainen ti-
la mahdollisia pienid konformaatiomuutoksia muuallakin, kuin proteiinin pinnalla [1, sivu
68]. Molekyylidynamiikkasimulaatioissa on havaittu atomien vérdhtelevin keskiméérin 0,7
A:n matkalla noin pikosekunnin aikaskaalalla [1, sivu 69].

1.1.3 Lipokaliinit ja niiden muokkaus

Lipokaliinit ovat joukko proteiineja, joita esiintyy luonnossa monessa paikassa. Niité 10ytyy
niin selkdrankaisissa ja selkdrangattomissa eldimissé, bakteereissa ja kasveissakin. Lipokalii-
neilla on toisistaan hyvin poikkeavat aminohappoketjut. Kuitenkin yhteistd télle ryhmélle
on ennen kaikkea se, ettd kaikki lipokaliinit voivat sitoa hydrofobisia molekyylejé sisdénsé.
Lipokaliineilla on kahdeksasta tai yhdekséstd [-levystd muodostunut ja siséltd hydrofobi-
nen [-tynnyri (kuva 6). Tamén rakenteen vuoksi lipokaliinit pystyvét sitomaan sisdinsi
pienempiéd hydrofobisia molekyyleja kuten retinolia, steroideja ja lddkeaineita. Tynnyrin
muodostavat [-levyt kiinnittyvét toisiinsa vedysidoksin, muodostaen vinon suunnikkaan
muotoisen levyn. Tamé levy on kiertynyt rullalle ja kiinnittynyt reunoista itseensd muo-
dostaen kiintein tynnyrirakenteen. Yksittdinen S-levy taas muodostuu yhdensuuntaisista
polypeptidiketjuista, jotka ovat kiinnittyneet toisiinsa vetysidoksin ja muodostavat vahvan
levymaéisen rakenteen.

Lipokaliineja, kuten muitakin proteiineja voidaan muokata pilkkomalla niitd, mutatoi-
malla yksittdisid paloja ja rakentamalla paloista uusi, hieman erilainen proteiini [1, 7, 8|.
Tata menetelmédd kutsutaan kohdennetuksi mutageneesiksi (engl. “site-directed mutagene-



Kuva 6: Kuva DigA16-proteiinista. Kuvassa korostettuna B-levyistd muodostunut tynnyri.
Joka toinen (-levy siniselld ja joka toinen vihredlld varilld korostettuna hahmottamisen
helpottamisekss.

sis”) [6]. Télla tavalla voidaan vaikuttaa hyvin tarkasti siihen, mité osaa proteiinista muo-
kataan ja siten voidaan tutkia jirjestelméllisesti tietyn osan funktiota ja sitd miten osan
muokkaaminen vaikuttaa asiaan. T&lléin ndhd&ddn muuttuuko osan funktio, miten funk-
tio suoritetaan, muuttuuko yleensdkdin mikain vai oliko tutkittu funktio sittenkin jonkin
toisen proteiinin osan aiheuttama?” Rasitteena on se, ettd proteiinien muokkaus talla ta-
valla vaatii tarkan tiedon proteiinin rakenteesta. Vaikka proteiinien rakenteet tunnetaan
yleisesti, niin tieto ei valttamatta ole tarpeeksi yksityiskohtaista. Toinen hidaste on se, et-
ta vaikka mutaation paikka voidaan paikallistaa, aina ei voida ennustaa mita vaikutuksia
mutaatiolla on. Toisin sanoen mutatoitava paikka voidaan maaratd, mutta siitd aiheutuva
muutos on silti enemmén tai vihemmén satunnaista.

Esimerkkiné keinotekoisesti muokatuista proteiineista on tissidkin simulaatiossa kéytet-
ty DigA16 (kuva 1). Se on tehty muokkaamalla eristi kaaliperhosesta 16ytyvaa lipokaliinia,
erityisesti sen [-levyistd muodostunutta taskua, jonne se sitoo pienempié molekyyleji, jot-
ta DigA16 voisi sitoa taskuunsa digoksigeniinimolekyylin. Tamén se tekeekin hyvin suurella
tehokkuudella mikéili DigA16:a on samassa liuoksessa (esim. verenkierrossa) digoksigeniinin
kanssa [7].

1.2 Simuloidut proteiinit

Tassd tyossd simuloitiin kahta lipokaliiniproteiinia, DigA16-nimistd luonnossa kaaliperho-
sessa esiintyvésté lipokaliinista muokattua versiota [9] sekd 1KT7-nimistd [10] nautaeldimis-



sé esiintyvad lipokaliiniproteiinia Orac4.0-ohjelmistolla [11]. DigA16 sitoo sisddnséd digok-
sigeniinimolekyylin (kuva 7) ja siksi yhdessd kolmesta DigA16:n simulaatioista proteiinin
onkalossa oli digoksigeniinimolekyyli. Digoksigeniinid kidytetddn mm. ei-radioaktiiviseen
merkitsemiseen, jolla voidaan seurata biomolekyylien kulkua elimistossd. Merkitsemisessé
helpommin seurattavissa oleva merkkiainemolekyyli kiinnittyy seurattavaan molekyyliin
ja siten halutun molekyylin kulkua voidaan seurata. Digoksigeniinin itsensd seuraamiseen
kiytetddn fotoneita sopivalla aallonpituudella, silld digoksigeniini on fotoaktiivinen mole-
kyyli.

1KT7 sitoo luonnossa retinolimolekyylin (kuva 8) sisdéinsé ja simulaatiossa proteiinin
onkalossa olikin retinolimolekyyli. Retinoli (A-vitamiini) on luonnossa hyvin aktiivinen ja
sitd tarvitaan moneen biokemialliseen prosessiin. Esimerkiksi solujen kasvuun ja nédkdéais-
tin yllapitoon. Silméssi retinaali (kehossa osa retinolista muuttuu retinaaliksi) vaihtelee
cis- ja trans-isomeeriensd vililli mahdollistaen nékoaistin toiminnan. Valofotoni aiheut-
taa konformaatiomuutoksen osuessaan cis-retinaaliin, joka on kiinnittynyt rodopsiinimole-
kyyliin silmén sauvasoluissa (silmén valonherkissi soluissa). Konformaatiomuutoksen seu-
rauksena syntyy sdhkoéimpulssi, joka kulkeutuu aivoihin ja vie tiedon silm#an osuneesta fo-
tonista. Prosessissa retinaali kokee konformaatiomuutoksen ja rodopsiinimolekyyli hajoaa
trans-retinaaliksi ja opsiiniksi. Trans-retinaali kierrdtetadn, silld se muuttuu trans-retinolin
kautta cis-retinaaliksi ja yhdistyy opsiinin kanssa rodopsiiniksi, voidakseen jélleen havaita
uuden valonséteen silméssé [1, sivut 937-943).

Kuva 7: Digoksigeniinimolekyyli DigA16:n kolmannen simulaation alkurakenteesta. Hiilia-
tomit on merkitty turkoosilla, happiatomit punaisella ja vetyatomit valkoisella. Vetyatomien
nimet ovat merkitsemdttd, ne ovat muotoa {n}H{nC}, missi nC on vetyyn kiinnittyneen
hitliatomin numero ja n vetyatomin jdrjestysnumero suind hiilessd. Esimerkiksi C16:een
ovat kiinnittyneet vedyt 1H16 ja 2H16. Poikkeuksena nimedmisessi on happeen kiinnit-
tynyneet vedyt, O12:n kitnnittynyt vety on nimeltdin HAA, O14:n kunnittynyt HAB ja
032:n kunnittynyt HAC.
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Kuva 8: Retinolimolekyyli 1KT7:n simulaation alkurakenteesta. Hitliatomit on merkitty tur-
koosilla, happiatomit punaisella ja vetyatomit valkoisella. Vetyatomien nimet ovat merkit-
semdttd, ne ovat muotoa {n}H{nC}, missi nC on vetyyn kiinnittyneen hiiliatomin numero
ja n vetyatomin jarjestysnumero siind hiilessa (ks. kuva 7). Poikkeuksena nimedmisessi on
happeen kiinnittynyt vety, jonka nimi on HAA.

DigA16-proteiinin kokeellisesti rontgendiffraktiolla selvitettyyn rakenteeseen oli lisétty
tietokoneella puuttuvat osat, joiden koordinaatteja ei ole saatu mitattua proteiinikiteen
fluktuaatioiden vuoksi. Niiden olemassaolo ja jérjestys proteiinissa tiedetdén primaari-
rakenteen mittausten kautta. 1KT7:n kokeellisesti mitatussa tertiaarirakenteessa ei ollut
puutteita. DigA16:1la on kiyttoa esimerkiksi lddketeollisuudessa, koska se sitoo digoksige-
niinid itseensd hyvin tehokkaasti.

Molempien kiytettyjen proteiinien kokeellisesti mitattu avaruudellinen rakenne 16ytyy
vapaasti internetista suuresta proteiinitietopankista (Protein Databank [12]). DigA16:n ta-
pauksessa rakenteessa oli siis puutteita ja simulaatiota varten tehtiin erillinen ohjelma, jolla
ndmé puuttuvat osat pystyttiin lisédméan. Tamén jilkeen kokonaisille proteiinimolekyy-
leille voitiin suorittaa molekyylidynamiikkasimulaatioita (MD-simulaatioita, engl. molecu-
lar dynamics simulations).

Kutakin neljaéi proteiinirakennetta simuloitiin 300 Kelvinissd (noin 27°C) kymmenen
nanosekunnin ajan. Simuloinnin aikana tallennettiin atomien liikkeet ja erilaisia energian
arvoja. Ennen varsinaista simulaatiota rakenne alustettiin termalisoimalla se véhitellen
kymmenesti Kelvinistd 300 Kelviniin. Esimerkiksi DigA16-simulaatiossa (ilman digoksi-
geniinid) oli 17539 atomia 60 x 55 x 55 Angstromin ortorhombisessa kopissa. Atomeista
2854 kuului itse proteiiniin ja loput atomit olivat vettd tai vedessd olevia ioneita, jot-
ka tasapainottivat simulaatiokopin kokonaisvarauksen neutraaliksi. Muissa simulaatioissa
atomeita oli hieman poikkeava, mutta suuruusluokaltaan samanlainen méaara. Yhden simu-
laation ajaminen kesti hieman yli nelja paivda simuloitua nanosekuntia kohden. Simulaa-
tioita voitiin ajaa rinnakkain, mutta yhta simulaatiota ei voitu ajaa useammassa siikeessi
samanaikaisesti.
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2 Menetelmat

Tassd kappaleessa esittelen pintapuolisesti kiytetyt simulaatiomenetelmét. Kaytetty Orac4.0-
ohjelmisto kiyttdd moniaika-askelista r-RESPA-integraattoria, Nose-termostaattia 1ampd-
tilan sddtelyyn ja Particle-Mesh-Ewald-menetelmés Coulombin vuorovaikutuksen mallin-
tamiseen. Tarkemmin namé on selitetty viitteissd |11, 13, 14, 15].

2.1 Voimakentat

Molekyyleja simuloitaessa atomien vélisid vuorovaikutuksia mallinnetaan klassisella voi-
makentilld. Teoriassa laskut voisi suorittaa kvanttimekaanisilla menetelmilld, mutta kay-
tdnnon rajat tietokoneiden laskutehoissa rajoittavat jirjestelmien koot satoihin atomei-
hin. Tata suurempia kokonaisuuksia simuloitaessa on pakko kiayttaa erilaisia malleja, jotka
ovat huomattavasti nopeampia ja approksimoivat kvanttimekaanisia simulaatioita riitta-
valla tarkkuudella. Voimakenttd koostuu useasta osasta, joissa lahinaapurisidoksia kuva-
taan harmonisella potentiaalilla sidospituuden, -kulman tai kolmen perdkkiisen sidoksen
madrdaméan torsiokulman (kuva 9) funktiona. Harmoninen potentiaalifunktio tulee toisen
asteen Taylorin kehitelmésta:

1"

V = %+V/(x0)-(x—xo)+%~v (o) - (x — mp)?, (1)

missi Vj voidaan madriti mielivaltaisesti (valitaan Vo = 0) ja V'(x¢) = 0, silld kyseessi
on minimi. Niin saadaan

1"

V =~ % Vi (x0) - (= 20)% (2)

Toisen asteen termi on nollasta eroava, koska kyseessi on minimi (V" (xy) > 0 lokaalissa
minimissd). Tdmé approksimaatio kuvaa hyvin atomien kdyttdytymistd niin kauan, kun
sidokset eivit poikkea tasapainoarvostaan enempéi, kuin 10%. Kauempana, kuin kolmen
sidoksen pédssé toisistaan oleville atomeille voimakenttdna toimii paripotentiaali, jossa on
atomien varauksista riippuva tavanomainen Coulombin potentiaali ja tdhidn yhdistettyna
Van der Waals-vuorovaikutusta ja Paulin kieltosdéntod kuvaava Lennart-Jones-potentiaali
(LJ-potentiaali) [11].

Kaikki halutut atomienviliset kovalentit sidokset kuvataan ldhtotiedostoissa ja toisin
kuin kvanttimekaanisissa elektronitiheyslaskuissa, sidokset ovat lukittuja. Sidokset méara-
taan erityisessd topologiatiedostossa, ja simulaation aikana ei siis voi muodostua uusia eika
rikkoutua vanhoja sidoksia. Yhden, kahden tai kolmen sidoksen pédssi toisistaan oleviin
atomeihin kiytetdin seuraavanlaisia harmonisia potentiaaleja:

Vi) = ) K(r—r)?, (3)

sidokset

Va(b) = Z Ko(0 — 6,)° (4)

kulmat
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Kuva 9: Torsiokulma ¢ atomien 1-4 vdlilld sekd atomien mddrddimdt tasot A ja B.
ja

Ky
|7 = — 1|1 4 cos(ngp — v)]|. 5
() Z 571+ cos(ng — )] (5)
Kullekin potentiaalille on atomityypistd riippuva jousivakionsa, K,, Ky ja K,. Sidos- ja
kulmapotentiaaleille tasapainoasemat ovat rqy ja 6y, torsiopotentiaalin parametreistd n:ll&
muutetaan maksimeiden lukumaéria ja v:la siirretdén tarvittaessa origossa sijaitseva mak-
simi eri paikkaan. Torsiopotentiaalissa jousivakion lisidksi olevat termit saavat siis tuloksen
oskilloimaan kosinifunktion muotoisesti, torsiokulman ¢ funktiona, nollan ja yhden valilla
halutulla tavalla.
Torsiokulma ¢ voidaan maééritelld seuraavasti neljille perdkkiin sitoutuneen atomin
ketjulle, jossa atomit olkoon jirjestyksessi 1, 2, 3 ja 4. Atomit 1, 2 ja 3 méirittelevit tason
A ja atomit 2, 3, ja 4 tason B (kuva 9). T&ll6in

cos¢p = nj-np, (6)

missa 1y = ﬁ;i:zzl janp = % ovat tasojen A ja B yksikkénormaalivektorit ja 77; on
atomien 7 ja j etidisyysvektori.

Lisdksi kovalenttisesti sidotuille atomiketjuille ja -ryhmille voidaan kidyttda niin kutsut-
tuja ristitermi-potentiaaleja, jotka riippuvat lokaalista ympéaristosta eivatka pelkastdan ky-
seisestd atomiparista. Nama madrittelevit esimerkiksi, etté jos kolmen atomin vélinen kul-
ma muuttuu, niin toisen kovalentin sidoksen tasapainoetiisyys muuttuu kulman muutok-
sesta riippuen. Néaitd kiytetddn tavallisesti molekyylin virdhtelyspektrin mallintamiseen,
mutta ne eivit ole kiytossa téssd tyossd kiytetyssi AMBER-voimakentissd. Mahdollisia
ristitermeja ovat esimerkiksi sidos-sidos, kulma-sidos ja torsiokulma-kulma.

Atomipareille, jotka ovat toisistaan kauempana kuin kolme sidosta, mutta maéritellyn
maksimietdisyyden (cutoff radius) sisélld toisistaan, kiytetddn Coulombin potentiaalia:

V;:oul = Z& (7)

47"'-6 .E ./r’.v
itj 0 c ij

T (o)) B
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ja LJ-potentiaalia:



joissa ¢; ja g; ovat atomien varaukset, r;; atomien ¢ ja j valinen etaisyys, €. on valiaineen
suhteellinen permitiivisyys ja lisiksi on parametrejd, jotka riippuvat kyseisen atomipa-
rin atomeiden tyypeistd; €; ja o;;. Néistd ¢;, g;, €; ja 0;; on johdettu pienehkdille mal-
lijarjestelmille suoritetuista mittauksista ja kvanttikemiallisista laskuista. Lennart-Jones-
potentiaalin lausekkeessa olevat o;; ja €;; lasketaan kullekin atomiparille atomikohtaisista
parametreista siten, etta

1
oij = 5 (0i+0j) (9)

- Ve G (10)

Atomityyppikohtaiset parametrit on huomattavasti helpompaa listata kuin parikohtaiset
parametrit kaikille mahdollisille sidospareille mita atomit voivat muodostaa. Yhtaloistd (9
ja 10) kidytetdan nimitysté sekoitussdannot (engl. “nonbonded mixing rules” tai “mixru-
les”), koska atomien tyyppikohtaiset parametrit ikdén kuin sekoitetaan kesken#éin ja tu-
loksena on sidokselle sopiva parametrin arvo. Atomeille, joita erottaa tismaélleen neljé ko-
valenttia sidosta lasketaan Coulombin- ja LJ-potentiaalit, mutta niille voidaan kayttai
erityistd pehmennyskerrointa (fudge factor), jonka tarkoituksena on tasoittaa kovalenttis-
ten sidospotentiaalien ja pitkdn kantaman potentiaalien vaikutusalueiden rajaa. AMBER-
voimakentdn mukaisesti simulaatiossa LJ-potentiaalille tdmé kerroin oli % ja Coulombin
potentiaalille 2 [16].

Eij

Kuva 10: Tasomallisten sidosten mallintaminen toisen luokan torsiokulma-termilla (engl.
“improper torsion”). Tamda torsiokulma lasketaan atomien 1, 2 ja 3 sekd atomien 2, 8 ja
4 mdaradmien tasojen vilisend kulmana tavallisen torsiokulmatermin tapaan. Tavallises-
ti minimienergia mddritetidn kulmille n - w, n € Z yhtdléssi (5), jotta saadaan haluttu
kayttdiytyminen.

Molekyyleissa atomit, jotka muodostavat kovalentteja sidoksia tdsmélleen kolmen eri
atomin kanssa, muodostavat sidokset usein tasomaisesti. Tdmaén rakenteen pitdmiseen voi-
daan kayttda yleistd harmonista potentiaalia, jossa energian minimikohdassa sidokset ovat
tasossa. Oracin tapauksessa tdhian kiytetdidn erityistd toisen luokan torsiokulma-termis
(engl. “improper torsion”), jossa lasketaan “torsiokulma” atomeille, jotka eivét ole suoraan
ketjussa vaan kuvan 10 mukaisesti jarjestyneind. Improper torsion-kulma mittaa kaytan-
nossi sitd, missd kulmassa atomi 1 (tai 3 tai 4) on muiden kolmen atomin méaidrddmasti
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tasosta. Télle kulmalle kiytetdan samantyyppista yhtéalon (5) mukaista potentiaalia, kuin
tavallisille torsiokulmille. Erona on kuitenkin potentiaalin minimin kulma, joka improper
torsionille on 0, jotta atomit pyrkivit tasomaiseen orientaatioon. Téméi saadaan aikaan
asettamalla v = +7.

2.2 Ewaldin summaus

Alunperin Ewald tarvitsi rontgendiffraktiotutkimuksiinsa vuonna 1912 eksaktin ratkaisun
yksittdisen dipolivardhtelija vaikutukselle tilanteessa, jossa virahtelijoitd oli ddrettomas-
s ja ideaalisessa hilassa. Ongelma kasitteli muunnosta pallo- ja tasoaaltoesitysten vililla.
Debyen esiteltyd Ewaldille Riemannin §-muunnosmetodin sai Ewald ongelman ratkaistua.
Vuonna 1921 Ewald alkoi ratkoa jaksollisen hilan sihkdstaattista energiaa, joka on tuotta-
nut lopulta juuri sen metodin, jolla simulaatioissa ratkaistaan sihkdstaattinen potentiaali
[17].

Tamén tyon simulaatioissa Coulombin vuorovaikutuksen laskemiseen kiytettiin Ewal-
din summaus-menetelméi, tarkemmin ottaen “particle-mesh-Ewald”-menetelmis (PME).
Tavallisesti sdhkostaattisen vuorovaikutuksen laskeminen edes kohtuullisen tarkasti tilan-
teessa, jossa simuloidaan tuhansista pistevarauksina kisiteltdvista atomeista koostuvaa jir-
jestelméd periodisilla reunaehdoilla olisi hyvin raskas toimenpide, silld laskennallinen taak-
ka skaalautuu katkaisusidteen (cutoff) kuution mukaan. Coulombin potentiaali on hyvin
pitkdn matkan vuorovaikutus, joka vaimenee hitaasti. Ndinollen katkaisusdteen tulisi olla
suuri riittdvan tarkan tuloksen saamiseksi. Ewaldin menetelmi antaa huomattavasti pie-
nemmaélla laskennallisella taakalla tarkasti sihkostaattisen potentiaalin jarjestelméssa, jos-
sa on varattuja hiukkasia jaksollisessa hilassa. Eli esimerkiksi yksinkertaisessa kidehilassa
tai vaikkapa periodisilla reunaehdoilla suoritetussa simulaatiossa. Ewaldin summaukses-
sa oletetaan, ettd alue jossa Ewaldin potentiaalia lasketaan on ympéroity suprajohtavalla
materiaalilla ja siten dipolitermi tdmén alueen reunalla on nolla (niinsanottu “Tin Foil”-
reunaehto). Tamé ei kuitenkaan oleellisesti heikennéd menetelméin tarkkuutta.

Summauksen nopeusetu perustuu siihen, ettd ddreton summa sdhkostaattisista ener-
gioista » . E; muutetaan kahdeksi nopeasti konvergoivaksi summaksi reaali- ja kiiéintei-
savaruuksissa:

N
1 1 L
WS g 2 X gy ool 4D )
1 n
w2 |m|?
1 ©_exp <_T> o
v [t S(m) - S() — =376 |~ Vintras (12
q 2.7V i ‘m’Q (m) ( m) \/7_1' ;qz t ( )

missa



erf(a-r
Vintra = Z %%’% (14)
ij—excl. v

1 [ .
erfe(x) = ﬁx/e dt (15)
erf(r) = 1—-erfe(x). (16)

Ylapuolella 7; on varauksen ¢; paikkavektori, 7;; = 7; — r;, 7, on hilavektori, V on
yvksikkokopin tilavuus, m on kainteishilavektori ja o on Ewaldin suppenemisparametri.
Reaalihilan yhtalossd (11) pilkku tarkoittaa, ettd potentiaalissa jitetdén huomiotta ne
atomiparit, joissa atomeita erottaa yksi tai kaksi kovalenttia sidosta. Kéinteisavaruuden
summan yhtéalossd (12) viahennetty Vi, on tavallisen hila-avaruuden potentiaalienergia
atomipareille, joissa atomeita erottaa yksi tai kaksi kovalenttia sidosta. Yhtilossd (14)
summaus kiy siis juuri yhtélossa (11) huomiotta jétettyjen atomiparien yli. Yhtélo (16)
on virhefunktio.

Tillaisen Ewaldin menetelmin laskennallinen taakka kasvaa kuten N2, missi N on
jarjestelmén hiukkasten lukuméird. Suurille jérjestelmille timé on siis jo liian raskas ja
Ewaldin summan laskemiseen onkin kehitetty algoritmeja, jotka skaalautuvat paremmin
jarjestelmédn koon kasvaessa. Yksi ndistd on erityisesti periodisia jarjestelmia silmalla pi-
tden kehitetty PME. PME:ssd kidytetddn moniuloitteista paloittaista interpolaatiota las-
kettaessa S(ni) yhtilossd (13). Yhtilo tulkitaan diskreetiksi Fourier-muunnokseksi (FT,
Fourier transform), jossa hilapisteet ovat varattujen hiukkasten paikat. Tatd voidaan ap-
proksimoida eri menetelmilld, joissa lasketaan F'T' tasavilisissa hilapisteissd, jolloin voidaan
kiyttdd niinsanottuja Fast Fourier transform -algoritmeja (FFT), jotka ovat laskennallises-
ti huomattavasti kevyempia. Yleensd approksimaatioissa pisteméisia varauksia késitelladn
varausjakaumana (Gaussin jakauman muoto) pistettd ympéaroivalla alueella.

2.3 MD-algoritmit
2.3.1 Potentiaalijako moninkertaista aika-askelta kiyttivissd simulaatioissa

Molekyylidynamiikkasimulaatioissa voidaan kiyttaé useita erilaisia iteraattorialgoritmeja.
MD-algoritmeissa tarkoituksena on mallintaa jirjestelméin kiyttdytymistd ajan funktio-
na ja ratkaista Newtonin liikeyhtdlot tietyin aikavilein. Iteraattoreissa kaytetdan &érel-
listd aika-askelta ja samat laskut toistetaan joka aika-askeleen vilein. Tavallisesti kaikki
voimat, nopeudet ja paikat pidetddn vakioina aika-askeleen ajan ja paivitetddn vastaa-
maan uusia arvoja aika-askeleiden vélissi. Poikkeuksena téstd ovat tietyt algoritmit, jois-
sa kaytetddn niinkutsuttuja puoliaskel-nopeuksia tai -paikkoja. Niistd kiytetdan nimitys-
ti ennakointi-korjaus-algoritmi (predictor-corrector-algorithm). Yksinkertaisimmillaan ite-
raattori laskee atomeihin vaikuttavat voimat aika-askeleen alussa, ja uudet paikat ja no-
peuden aika-askeleen lopussa eli seuraavan askeleen alussa. Lyhyemmin: ratkaistaan ]51(75)
potentiaaleista jokaiselle atomille 7, tdmén jilkeen lasketaan uudet paikat ja nopeudet seu-
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raavalla tavalla
it + At) = r(t) + vi(t) - At (17)
G+ A = Gt)+ —22 (18)

jokaiselle 7 ja lopuksi péivitetdin voimakenttdpotentiaalit uusia atomien sijainteja vastaa-
viksi. Télldinen yksinkertainen algoritmi tarvitsee toimiakseen pienen aika-askeleen. Taval-
lisesti aika-askeleen tulee olla yhtd kertaluokkaa pienempi kuin Iyhimman liikkeen jakson-
aika. Nopeimmat varidhtelyt biologisissa jirjestelmissé esiintyvit tavallisesti vetyatomin ja
raskaampien atomien vilisissd sidoksissa, joille sopiva aika-askel on 1-2 fs. Jos aika-askel
on liian pitkd, niin energian siilymisehto ei toteudu ja simulaatiosta tulee epidluotettavaa
dataa tai se saattaa jopa kaatua koska atomit liikkuvat liian pitkid matkoja aika-askeleen
aikana ja saattavat osua paallekkdin. T&ll6in epérealistisen suuri repulsiivinen voima heit-
tda atomit erilleen ja repii koko simuloitavan jarjestelmén kappaleiksi. Kaikille kiytetyille
algoritmeille on olemassa tietty aika-askel, jota pienemmilld aika-askeleen arvoilla algorit-
mi on stabiili. Tama& tarkoittaa sité, ettd energian sdilyminen toimii ja simulaatiosta tulee
luotettavaa dataa. Aika-askelta voi aina pienentdd, mutta jatkuvalla pienentdmiselld ei
saavuteta merkittavad hyotyd. Simulaation vaatima prosessoriaika on kddntden verrannol-
linen aika-askeleen pituuteen eli aika-askeleen puolittaminen kaksinkertaistaa simulaation
suorittamiseen kuluvan ajan.

Kehittyneempiin simulaatioalgoritmeihin luetaan predictor-corrector-algoritmit, verlet-
tyyppiset algoritmit sekd erilaiset moninkertaista aika-askelta kiayttavit algoritmit. Verlet-
algoritmin eri modifikaatiot muodostavat yhdessd ehkd eniten kiytetyn algoritmityypin.
Niita kutsutaan lyhyesti Verlet-algoritmeiksi.

Useimmat algoritmit, kuten my6s Verlet-algoritmi ldhtee oletuksesta, ettd atomien
koordinaatteja, nopeuksia ja kiihtyvyyksid voidaan approksimoida Taylorin sarjalla. Tay-
lorin sarjasta atomin paikalle 77 ajan hetkelld ¢ saadaan seuraavaa:

F(t+ At) = 7(t) + At - () + % A d(t) + (19)
Tt —At) = F(t) — At-9(t) + % AL () + (20

Loput termit jatetdan huomiotta ja lasketaan ylldolevat yhteen:
Ft+At) = 2-7(t) — 7t — At) + At* - @(t). (21)

Nopeudet lasketaan Verlet-algoritmia kayttdvissd ohjelmassa tavallisesti kahden askeleen
aikana tapahtuneena paikan muutoksena:
. r(t + At) — 7t — At
2- At
Yleisesti Verlet-algoritmeille ominaista on, ettd kun niissd lasketaan seuraavan aika-
askeleen nopeuksia ja paikkoja, kidytetddn tdméanhetkisten arvojen lisiksi myo6s edellisid

. (22)
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hyviksi. Tdmé parantaa algoritmin luotettavuutta, mutta hintana on se, ettd nopeudet
pitda tarvittaessa laskea erikseen. Lisiksi laskettaessa seuraavan askeleen atomien paikkoja
lisitiadn (yhtilon (21) mukaisesti) suureen lukuun 2 - 7(t) — 7(t — At) pieni luku A#? - @(t),
joka saattaa huonontaa tarkkuutta.

Toinen Verlet-algoritmi on niinkutsuttu “Leap-frog™-algoritmi. Algoritmi muistuttaa hy-
vin paljon tavallista Verlet:id, mutta siind on nopeudet eksplisiittisesti nakyvissid. Nopeu-
det tosin “loikkaavat” tasa-aika-askelien yli ja ne lasketaan puolikkailla aika-askelilla. Paikat
lasketaan tasa-aika-askelilla:

iﬁ+Aﬂ::ﬂﬂ+AﬁﬂHé~m) (23)
U@+éAsz6@—éAﬂ+Aﬁﬂﬁ (24)

Kéytannossa simulaation alussa (t + % - At) lasketaan ensin. Leap-frog on hieman pa-
rempi, kuin yhtélén (21) mukainen algoritmi, silld se sisdltdd nopeudet eksplisiittisesti
lausekkeissa ja siiné ei ole yhteenlaskua isojen ja pienien lukujen valilld, miki johtaa tar-
kempiin tuloksiin. Toisaalta atomien paikat ja nopeudet lasketaan eri ajanhetkille, jol-
loin laskettaessa kokonaisenergiaa pitdd kineettinen energia laskea kahden arvon keskiar-
vona Ex(t) = 3+ (Ex(t — 3At) + Ex(t + $At)) , silli nopeudet lasketaan niille puoliaika-
askelille. Tarkkaa arvoa molemmille energioille (kineettinen ja potentiaali-) ei voi laskea
samalle ajanhetkelle. Tama tarkoittaa sitd, ettd kokonaisenergiaa ei voida tarkasti laskea
ollenkaan.

Jotkut algoritmit, kuten Oracissa kiytetty r-RESPA (reversible reference system pro-
pagator algorithm) kdyttavit useata eri kokoista aika-askelta. Moniaika-askelisen iteraat-
torin perusajatuksena on jakaa jarjestelma osiin tarvittavan aikaskaalan perusteella. Jos
oletetaan, ettéd simuloidun jarjestelmén potentiaali voidaan jakaan osiin

Vo= Vot Vi+.. 4V, (25)

siten ettd potentiaalin osien aiheuttamille voimille F; = |0V;/0x| ja niiden aikaderivaatoille
F? = |dF;/dt| pitee seuraavaa

F > Fi>..>F? (26)
F2 > F2>..> F2, (27)
niin néille eri tahtiin muuttuville voimille voidaan kayttda kullekin omaa aika-askeltansa.
Kiytannossd mikddn reaalinen jérjestelmé ei téysin toteuta néitd ehtoja, koska eri potenti-

aalin osien aikaskaalat menevit osin pédillekiin. Jarjestelmé voidaan kuitenkin jakaa osiin
potentiaalin mukaan ja kiyttda osille eri aika-askeleita.
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Kuva 11: Lennard-Jones-potentiaalin jako eripituisilla aika-askelilla laskettaviin “kuoriin’.
Pienin kuori on 0-4,7 A, keskimmdinen vaalealla harmaalla merkitty kuori on 4,7-7,3 A
ja vitmeinen kuori tummalla harmaalla merkittynd on siteen arvoilla 7,3-9,7 A. Kyseessi
on juuri tdssd tyossa kdytetly aika-askeleen jako. Kuvassa energian yksikkond epsilon, joka
on simulaatiossa kaytetty atomikohtainen parametri.

Aika-askeleet eivit valttamatta ole optimaalisia suurimmalle osalle vapausasteita vaan
askeleen koko valitaan nopeimman varidhtelytaajuuden mukaan. Nopeasti virdhtelevit va-
pausasteet toimivat lyhyelld aika-askeleella, mutta hitaammin liikkuvia voidaan simuloida
pidemmalld. Vaikka aika-askeleen valinta tehddan niinsanotusti “varman paille”, vihentaa
menetelma tarvittavaa laskenta-aikaa kertoimella 4-40. Kiytannossa tdma toteutetaan si-
ten, ettd hitaammin liikkuvat vapausasteet pidetdin jaddytettyind suurimman osan ajasta
ja niille suoritetaan MD-askeleen laskutoimitukset vain joka n:s askel, missd n on tyypilli-
sesti jokin kokonaisluku vélilla 2-12. Lyhinté aika-askelta pidemmét askelien pituudet ovat
siis pykaldd lyhemman askeleen pituuden monikertoja. Téssd tyossa simulaatioissa kaytet-
tiin molekyylienvélisen Lennard-Jones- ja Coulombin potentiaalin jakoon erdinlaisia “kuo-
ria” kuvan 11 tapaan. Atomien vélisestd etiisyydestd riippui, minké suuruista aika-askelta
vuorovaikutusten laskemiseen kiytettiin. Kuvassa on sama jako kuin 1KT7:n simulaatios-
sa. Pienin kuori vélilla 0-4,7 A tarkoittaa ettd télld alueella kiytettiin lyhinté aika askelta
(% ns). Suurimman kuoren alueella 7,3-9,7 A, joka jatkuu kuvan ulkopuolelle cutoff-siteelle
asti kiytettiin pisintd aika-askelta (8 ns). Keskimmaéisen kuoren aika-askel oli % ns. Kova-
lenttien sidosten aika-askeleet olivat % ns ja % ns. Digl6A:n simulaatiossa kuorien ylarajat
olivat 4,2 A, 7.4 A ja 9,7 A. Aika-askeleet kuorille olivat kaikissa simulaatioissa samat.

Orac4.0 kiyttdd velocity Verlet-algoritmid, jota suoritetaan useissa sisdkkaisissa silmu-
koissa - yksi jokaiselle aika-askeleen koolle. Lisdksi Oracissa voi jaddyttad kokonaan joi-
takin vapausasteita SHAKE-algoritmilld. Tavallisesti kohteena on vetyatomin kovalentti
sidos jonkin raskaamman atomin kanssa (yleensd C, N tai O). Tilanne vastaa siti, ettd
verrattuna raskaamman atomin liikkeeseen vetyatomin oletetaan liikkuvan niin nopeas-
ti tasapainoasemaan, ettd se on sielld aina, kun raskaammalle atomille tapahtuu jotakin.
SHAKE-algoritmi toimii hieman takaperoisesti. Siiné suoritetaan ensin tavallinen MD-askel
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jarjestelmaélle, jonka jalkeen SHAKE laskee jaddytetyn vapausasteen senhetkisen aseman
ja tasapainotilan vilisen eron avulla korjausvoiman, joka lisdtddn edellisen askeleen las-
kuihin ja askel lasketaan uudelleen. Téamén jilkeen vapausaste on tasapainoasemassa ja
simulaatio etenee seuraavaan MD-askeleeseen.

2.3.2 Symplektinen ja aikareversiibeli operaattori

Hamiltonin mekaniikan tarkat ratkaisut ovat aina symplektisid ja aikareversiibeleitd. Tar-
koittaen sitd, etta laskuja voidaan suorittaa ajassa eteen- tai taaksepain kun tiedetdéin jokin
jarjestelmén tila ja aina saadaan identtiset tulokset riippumatta mité kautta tuloksiin on
padsty. Kiytannon syistd simuloidessa pitdd kiayttdd kuitenkin paloittaista integrointia eli
adrellistd aika-askelta. Adrelliselld méadrilli aika-askelia saatu ratkaisu atomien paikoille
ja nopeuksille voi olla my6s symplektinen ja ajan suhteen reversiibeli, mutta aina néin ei
ole. Liouville-formalismi pohjaa Hamiltonin mekaniikkaan ja sen avulla voidaan rakentaa
symplektinen ja reversiibeli iteraattori. Téllaista iteraattoria pidetddn luotettavampana
kuin sellaista iteraattoria, jolla ei ole niitd ominaisuuksia [18, 19, 20, 21|.

Oletetaan, ettd jarjestelméssd on n yleistettyd paikkakoordinaattia g ja n yleistettya
liikeméaarakoordinaattia p. Hamiltonin operaattorilla H esitetyt liikeyhtal6t ovat talloin

OH
o 9
G o, (28)
oOH
S — 2
pZ aqi> ( 9)

missé ¢ = 1,2, 3, ..., n. Matriisimerkinnélld tdméa voidaan esittdéd sarakematriisina, jossa on

2n alkiota siten, etti
q
T = 30
(1) (30)

oH
: 1
x J . (31)

J = (_01(1)) (32)

missd J on 2n X 2n-matriisi, 1 on n X n yksikkomatriisi ja 0 on n X n matriisi nollia.
Madritelladn kanoninen muuttujanvaihdos x = {q,p} = y = {Q, P}, jolloin

y = yx). (33)

Tille pétee, ettd funktio H(z) on Hamiltonin funktio uudessa y-kannassa eli Hamiltonin
liikeyhtél6illa on sama muoto, kuin z-kannassa, siis

g = Jo (34)
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Derivoidaan yhtdlo (33) ajan suhteen kdyttden ketjusddntod, jolloin saadaan
OH
Ay’

missii M on Jacobin matriisi ja M7 sen transpoosi. Yhtildistd (34) ja (35) nihdéin, etté
tehty muuttujanvaihto oli kanoninen jos ja vain jos

MJMT = J. (36)

gy = MJMT— (35)

Taméa on niinsanottu symplektisyysehto, jota tullaan kiyttaméain myohemmin. Talla voi-
daan tarkistaa kitevisti onko mielivaltainen muunnos kanoninen vai ei.

Seuraavaksi johdetaan Verlet-algoritmit: velocity Verlet ja position Verlet. Position Ver-
let tunnetaan myos “leap frog’™nimelld ja molemmat algoritmit ovat hyvin vakaita ja myos-
kin symplektisid. Juuri symplektisyyttéd pidetdén niiden vakauden passyyné 20, 21, 22, 23|.

Lahdetadn liikkeelle jostakin ominaisuudesta, joka riippuu implisiittisesti ajasta (p, q) =
x :n kautta. Nyt

dA(p, q) ( 0A 8A> <8H 0A  OH aA> .
2 =N it ) = Y (G - ) =LA, 37
dt " qap paq — ap aq 8q ap ( )

missd summa ¢:n ja p:n yli kily lapi kaikki vapausasteet. Téssé L on Liouvillean operaattori,
joka siis méadritelldan

0A OH o0 O0H 0
=X (15, +05) = (G o) )

Integroidaan yht&lo (37) puolittain, jolloin saadaan
Alt) = e"Ft. A(0). (39)

Jos A on tilavektori, voidaan yhtdlod (39) kiyttdd integroimaan Hamiltonin yht&lot

| = D)

On syytd huomata, ettd tdma on Hamiltonin liikeyhtdloiden formaali ratkaisu ja ekspo-
nenttioperaattorilla e”*?* kerrottuna alkutilan tilavektori maérittii jirjestelmén tilan myo-
hemmelld ajanhetkelld ¢. Tdmé operaattori toteuttaa yhtilon (36) symplektisyysehdon ja
lisdksi se on unitaarinen. Naméa ominaisuudet yhdessi tarkoittavat sita, ettd jarjestelmén
trajektori on tdsmaélleen aikareversiibeli.

Kaytannon simulaatiot tarvitsevat kuitenkin integraattoriin direllisen aika-askeleen.
Tamaé toteutetaan jakamalla aika n:4in At:n mittaiseen palaan: At = % Madritelladn nyt

diskreetti aikapropagaattori e**““’siten, etti
grt o [ord] (o)
, 0 6)
i LAt 3 .
e = exp g— +p=— | At]. 41
(2 (i 1) ) .
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Jotta diskreettia operaattoria voidaan kidyttdd pitdisi periaatteessa tuntea potentiaalin V'
kaikki derivaatat. Tamé nihd#sin jos tutkitaan operaattorin e**2* Taylorin kehitelmia.
Siind qa% ei kommutoi termin —%—‘;a% kanssa silloin, kun paikka ja liikemé&éara ovat samas-
ta vapausasteesta. Tarvitaan siis symplektisyyden ja reversiibeliyden séilyttiva approksi-
maatio, joka antaa propagaattorille dérellisen aika-askeleen. Télloin propagaattorin kaytto
kidytannon simulaatioissa on mahdollista.
Kahdelle lineaariselle operaattorille A ja B pétee Trotterin yhtélo [24]:
eAB — im <€A% -eB'%>n. (42)
n—oo

Yhtilossd (41) on oikealla puolen samankaltainen rakenne, kuin yhtdlossa (42), silld tar-
peeksi pienelle At voidaan approksimoida

LAt = (IR o ia S AL O (A2 (43)

josta on jatetty summa p:n ja ¢:n yli pois jottei yhtdlostéa tulisi liian sekava. Yhtlo (43)
pitee tasmailleen rajalla At — 0, ja sen tarkkuus on ensimmaéisté astetta dérellisille aika-
askeleille. Se my0s toteuttaa yhtidlon (36), koska se on tulo kahdesta sympleettisesti ope-
raattorista. Propagaattori ei ole unitaarinen eli se ei ole aikareversiibeli, koska kaksi eks-
ponenttioperaattoria eiviat kommutoi. Tadmé voidaan korjata puolittamalla aika-askel ja
kiyttaméilld approksimaatiota

A Bt A-

- € - €

N+

. N1 t N t
e(A+B)t ~ €A2'€ 2 .72 .72 =¢

SIS

(44)

Saatu propagaattori on aikareversiibeli, ja sen tarkkuus on toista astetta [25]. Huomataan,
ettd unitaarinen operaattori parantaa siis samalla tarkkuutta |25, 26]. Néin yhtélosta (41)
saadaan

G _ (i E )AL o T A P Y +0 (AtQ) : (45)

Operaattorin ¢3: toiminta mielivaltaiseen funktioon f (x) vastaa f(z):n Taylorin kehitel-
maan pisteen x ympdaristossa kohdassa x + a eli

et f(x) = f(z+a) (46)

Yhtdlon (46) mukaan kiyttdmailld Hermiittistd operaattoria (45) alkutilan tilavektoriin
{ q(0)
p(0)

At. Néin saatu algoritmi on ekvivalentti velocity Verlet'n kanssa:

p(%) — 20+ F(0)- 5

q(At) = q(0) + (Ziﬁf%il) - At (47)

} saadaan laskettua koordinaatin ja liikkem&drdn arvot myohemmalld ajanhetkelld

m

p(At) = p (%) + F(At) - %
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Jokainen velocity Verlet'n kolmesta muunnoksesta on symplektinen yht&lon (36) ehdon
mukaisesti ja kolmen symplektisen operaattorin yhdistelmé on myos symplektinen. Koko
algoritmi on aikareversiibeli, koska siini kdytetty yhtélon (45) propagaattori on unitaari-
nen. Liséksi, jos operaattorit cj% ja —%—Za% vaihdetaan kesken&dn saadaan algoritmi, joka

on ekvivalentti niinkutsutun “leap frog™-algoritmin kanssa |27],

(%) - w0202

pa0) = p0)+ (g ({)) (49
q(At) = q(;) Tt %

tdmé tunnetaan myo6s nimelld “position Verlet” [22], koska se ndyttdd hyvin analogiselta
velocity Verlet’'n kanssa. Itse asiassa aika-akselin siirto %:lla tekisi algoritmeists tiysin
identtiset. Puoliaskeleet eivit tosin ole formaalisti méariteltyja [28], koska ne ovat yhtilon
(44) oikealla puolella tdyden askeleen approksimaatiossa. Taméan vuoksi velocity ja position
Verlet-algoritmien trajektorit eivit ole numeerisesti identtiset.

2.3.3 Limpdtilan ja paineen kontrolloiminen termostaatin ja barostaatin avul-
la

Simulaatiossa kiytettiin termostaattia pitiméin simulaation limpotila vakiona NVT-ajoissa
eli suurimmassa osassa ajoja ja lisiksi muutamassa ajossa barostaattia pitdméaan paine va-
kiona, kun simulaatiota ajettiin NPT-ajona. Kaytannossa téllainen termostaatti toimii
hyvin, ldmpdotilan fluktuaatiot suoritetuissa simulaatioissa olivat esimerkiksi 300 K ladm-
potilassa £5 K. Lampotila lasketaan MD-simulaatioissa tavallisesti hiukkasten kokonais-
liilke-energiasta. Orac kiyttdd Nosé-barostaattia ja -termostaattia. Kéasittelen tdssd baros-
taatin toimintaa, silld termostaatin toiminnallisuuden saa madardaamaélla yhden barostaa-
tin virtuaalisista muuttujista ddrettomaksi [11]|. Perusideana on laajentaa faasiavaruutta
virtuaalisilla vapausasteilla, jotka vastaavat makroskooppisia termodynaamisia muuttujia,
kuten painetta tai lampétilaa [29, 30, 31, 32, 33, 34, 35|. Sopivilla muutoksilla jarjes-
telmin Lagrangen operaattoriin saadaan virtuaaliset vapausasteen tuottamaan haluttua
makroskooppista muuttujaa vastaava trajektori simulaatiota ajettaessa. Talla tekniikalla
voidaan simuloida molekyylejd eri ensembleissa sen sijaan, ettd kaikki simulaatiot olisivat
mikrokanonisessa ensemblessa, jossa energia, tilavuus ja hiukkasluku séilyvit. Simulaatiota
voidaan ajaa NPH ensemblessi isotrooppisella tai anisotrooppisella paineella, kanonises-
sa NVT ensemblessid tai NPT ensemblessi, jossa paine ja lampotila pidetddn kumpikin
halutulla tarkkuudella vakioina.

Simuloitava jérjestelmé jaetaan osiin siten, etté yksi molekyyli on oma osansa. Suurem-
mille kokonaisuuksille saattaa olla hy6dyllistd méaarittaa useampi osa samaan molekyyliin.
Atomeille méadritellaan skaalatut koordinaatit suhteessa oman osansa massakeskipisteeseen.
Massakeskipisteille on omat koordinaattinsa. Lisidksi méédritelladn kaksi virtuaalista para-
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metria (“massaa’) barostaatille W ja termostaatille ). Ensin otetaan kiytt6on muuttujien
skaalaus:

Tika = Ria+lika = Z hap - Sig + lika

B
R;a = RZ‘Q - S (49)
;ka = likoc S,
missé indeksi ¢ viittaa molekyyliin, £ atomiin molekyylissi ja « viittaa koordinaattiakselin
suuntaiseen komponenttiin. R;, ovat massakeskipisteen koordinaatit ja S;3 ovat skaala-
tut koordinaatit ¢:nnen molekyylin massakeskipisteelle. [;z, on i:nnen molekyylin k:nnen
atomin koordinaatti koordinaatistossa, jonka akselit ovat yhdensuuntaisia laboratoriokoor-
dinaatiston kanssa, mutta origo on senhetkisessid molekyylin massakeskipisteessa. Matriisi
h viittaa paineeseen ja skalaari s limpotilaan. h:n sarakkeet ovat simulaatiokopin reuno-
jen karteesiset komponentit suhteessa kiinnitettyyn koordinaatistoon, ja simulaatiokopin
tilavuus on = det(h). h :n elementit madradvit simulaatiokopin koon ja muodon, jotka
siis voivat muuttua simulaation aikana. Virtuaalisilla vapausasteilla laajennettu Lagrangen
operaattori on

N
1 : .1 1 o
L = 3 EZ Ml--sz-SiT-hT-h-Si—l—i EZk mik-SZZZ-Tk-lik—l—E-W-32-tr(hT-h>

+ %.Q.SQ—V—PQm~Q—%'1H(S>, (50)

missid. N on molekyylien (tai suuremmissa simulaatioissa ryhmien) lukuméira, P.,; on
ulkoinen paine, ja W ja () ovat edelld mainitut simulaatiokohtaisesti valitut parametrit.
Muuttuja g riippuu kaikkien vapausasteiden lukumaéérastd. Termodynaamisia muuttujia
P ja T, mallinnetaan erityisilla virtuaalisilla potentiaaleilla Vp ja Vi, jotka esiintyvat L:n
lausekkeessakin,

Ve = P-det(h)
g -In(s)
—5

Tarkempaa analyysid tdman muokatun Lagrangen operaattorin ominaisuuksista on viit-
teissd [15, 34]. Lisdksi virtuaalisia muuttujia @ ja W on tutkittu viitteissé |36, 37, 38|.
Hamiltonin operaattorin saa Lagrangen operaattorista Legendren muunnoksella

H(p.q) = Y dq-p—L(gq) (52)
Sitd varten pitdd laskea konjugoidut litkeméarat muuttujille Siq, lika, hag ja s:

T, = M;-G-s*-5,

Vi (51)

Dik = My - 5% lis
P, = - W-h
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missd G = h'h on symmetrinen matriisi. Hamiltonin operaattorin saa nyt laskettua:

Pl - Zk Ltr(P} - Py)
H = =
Z M 52 Mg - 52 2 2.W
P g-ln()
+ gy pooe Y 54
5.0 5 (54)

Téassd muuttujina ovat skaalatut ja virtuaaliset muuttujat. Vaikka operaattori on todellakin
Hamiltonin operaattori, josta vastaavat liikeyht&lot saa kiyttamalla yhtdloa (31) muuttu-
jalla © = (Sia, likas hap, Sy Tia,s Pikas Tag, Ps), Diin on huomattavasti kitevAmpés operoida
reaalisilla muuttujilla, silld virtuaalisilla muuttujilla on tiettyjd hankaluuksia,esimerkiksi
aika ei kulje vakionopeutta |29, 36]. Reaalisiin muuttujiin paésee késiksi seuraavasti:

irioz_)

Pikae —

(Pr)as —
bs —
(55)

ja lisdksi otetaan kiyttoon massakeskipisteliikem&ara
P = G'1T, (56)

jolla voidaan laskea simulaatiossa atomien nopeudet ilman tietoa h:sta. Talla tavoin saa-
daan aikaan Verlet-tyyppinen jako nopeuksien ja koordinaattien vélille [38]. Nopeudet saa-
daan yhtalolla

Yhtalostd (54) voidaan johtaa propagaattoriksi samankaltainen exponenttifunktio, kuin
(45). Johto on kuitenkin monimutkainen ja l6ytyy kokonaisuudessaan viitteesta [15].

2.4 Simulaatio kiytannossa

Simulaation suorittamiseen tarvitaan siis lahtorakenne, joka sitaltdd atomien koordinaa-
tit ja tiedot molekyylin topologiasta sekd parametrit voimakenttdén. Proteiinien kolmiu-
loitteista rakennetta on selvitetty laajalti kokeellisesti, ja tiedot on koottu Protein Data
Bank-tietokantaan [12]. Sielté saa vapaasti kiyttoonséd koordinaattitiedostoja proteiineille
PDB-formaatissa. Joskus koordinaattitiedostoista puuttuu osia proteiinista, koska proteii-
neissa voi olla melko vapaasti heiluvia osia, jotka eivit mittauksissa asetu aloilleen kide-
rakenteessa, ja niin niille osille ei saada luotettavaa mittaustulosta. DigA16-proteiini on
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yvksi néista ja rakenteesta puuttuikin aminohappoketjun alkupaista nelja, vililta silmukas-
ta viisi ja loppupédstd hantdd 18 aminohappoa. Silmukasta puuttuvat aminohapot oli jo
lisétty kdyttden Refmac-ohjelmistoa [39], ja hédnnistd puuttuvat osat lisdsimme itse. Téssé
vaiheessa on hyvi korostaa, ettéd vaikka koordinaatit puuttuivat, niin proteiinin aminohap-
poketjusta tiedetddn silti sithen kuuluvat aminohapot sekd niiden jirjestys. Piti siis vain
asetella palaset paikoilleen jirjestyksessa.

Aminohappojen lisddmiseen tehtiin yksinkertainen ohjelmaa, joka lisdsi aminohapon
kerrallaan. Ohjelma tutki kaikki asennot tiettyjen parametrien puitteissa ja valitsi niistd
energeettisesti edullisimman. Kéyttijin valitsemia parametreja olivat:

1. peptidisidoksen pituus (kiytettiin 1,35 A),

2. pienin etdisyys kahdelle vedyatomille, joista toinen on lisittdvissd aminohapossa ja
toinen vanhassa proteiinissa (kdytettiin 1,35 A),

3. pienin etdisyys kahdelle atomille, joista toinen on lisittivassa aminohapossa ja toinen
vanhassa proteiinissa ja ainakin toinen ei ole vetyatomi (kiytettiin 1,7-2,0 A) seks

4. eri orientaatioiden etsimisen askelluskulma (kdytettiin 5°).

Mekaaninen aminohapon asennon etsiminen, tai “pyorittely”, tapahtui kovalenttisidosten
suuntaisien akselien ympari. Téasta syystd askellus on méaéritelty asteina.

4

Kuva 12: Aminohaponlisiysohjelman toiminta. Uuden aminohapon ja vanhan proteiinin
rajapinta, jossa atomit 1 ja 2 ovat olemassaolevan proteitnirakenteen ja atomil 3 ja 4
lisdttdvdn uuden aminohapon rungossa. Oikealla kuva DigA16:n rungosta, jossa katkoviiva
merkitsee kahden aminohapon rajapintaa. Punaisella happi, siniselld typpr ja turkoosilla
hiili. Atomit 1 ja 2 ovat aminohaposta numero 167 ja atomit 3 ja 4 aminohaposta numero
168.

Kuvassa 12 on kuvattuna ne kolme kovalenttia sidosta, joiden muodostamien akselien
ympari proteiinia kierrettiin kun ohjelma etsi orientaatioita. Kuvassa atomi 1 on proteiinin
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viimeisen aminohapon C,, 2 on saman aminohapon rungon (backbone) viimeinen C, 3 on
lisattavin aminohapon rungon N ja 4 on lisdttdvan aminohapon C,. Ensin ohjelma asetti
uuden aminohapon siten, ettd atomi numero 3 on peptidisidoksen pdasséi atomista numero
2 ja kulma 1-2-3 on 120°. Tdmén jilkeen suoritettiin uuden aminohapon kierto atomien
2, 3 ja 4 madrdamassi tasossa kiyttden keskipisteend atomia 3 siten, ettd kulma 2-3-4 oli
118°.

Kun rajapinnan kulmat ja etédisyydet oli saatu lukittua pystyttiin uutta aminohappoa
kiertdméadn atomien vélisten sidosten méaardédmien akselien ympéri muuttamatta lukittuja
kulmia tai etiisyyksid. Kéaytin kierroista merkintdd, jossa on niiden atomien numerot,
jotka maaradvat kiertoakselin. Esimerkiksi “1-2” tarkoittaa kiertoa, jossa kiertoakseli ja
atomien 1 ja 2 vilinen sidos yhtyvit. Kierrossa kiytettiin kolmea sisikkiista silmukkaa, ts.
jokaiselle kierron 1-2 askeleelle kiytiin kierron 2-3 kaikki askeleet ldpi ja jokaiselle kierron
2-3 askeleelle kiytiin kaikki kierron 3-4 askeleet 14pi.

Jokaisen sisimmén silmukan (kierron 3-4 askeleen) suorittamisen jilkeen tarkistettiin
ovatko hyviksyttévin asennon rajoitukset voimassa (minimietaisyydet). T&ll6in ohjelma
laski asennolle kokonaispotentiaalienergian ja tallensi muistiin energian seka sité vastaavan
orientaation. Lopuksi ndistd tallennetuista orientaatioista valittiin energeettisesti edullisin
asento uudelle aminohapolle. Ohjelma kdytti potentiaalin laskemiseen Coulombin- ja LJ-
potentiaaleja. Kovalenttisidosten potentiaalit jitettiin laskematta, koska sidospituudet ja
kulmat olivat joka tapauksessa lukittu ja ainoastaan atominelikoille laskettava torsiopoten-
tiaali olisi antanut eri tuloksen eri asennoille. Laskussa summattiin kaikkien atomiparien
potentiaalienergiat, jos toinen atomi oli lisdttavissd aminohapossa ja toinen vanhassa pro-
teiinissa, ja atomien vélilld oli enemmaén kuin kolme kovalenttia sidosta. Kovalenttisidosten
tuoma rajoite vaikutti vain uuden aminohapon ja vanhan proteiinin rajapinnan liheisyy-
dessd. Laskuissa kiytettiin AMBER-voimakentin parametreja ja topologiatietoja.

Joissakin tilanteissa aminohapolle tuli valittuksi sellainen asento, jossa oli mahdoton-
ta lisdtd tdstd seuraavaa aminohappoa rakenteeseen. Téalloin piti valita asennoksi joku
muu kuin energeettisesti paras asento. Asennoksi valittiin kuitenkin aina energeettisesti
mahdollisimman edullinen asento, kunhan seuraavan aminohapon pystyi lisidméin rajoi-
tusten mukaisesti. Rajoitukset olivat muuttumattomia lukuunottamatta minimietaisyytta
atomeille, joista toinen ei ollut vety. Tata arvoa piti joskus pienentdd, jotta saatiin ami-
nohappo lisitty# kohtalaisella vaivalla. Pienin arvo, jota kilytettiin oli 1,7 A alkuperiisen
2,0Am sijaan.

DigA16:n generoitua rakennetta kiytettiin ldhtokohtana simulaatiolle, jossa proteii-
nin annettiin liikkkua ja etsifi energeettisesti hyvéa orientaatio. Lisiksi yhdessd simulaatios-
sa maariteltiin hannéssi oleva rikki-rikki-sidos, joka oli jatetty generoitaessa huomiotta.
Oracilla saatiin helposti “vedettyd” hinnissd oleva rikkiatomi paikalleen oikealle sidose-
taisyydelle siten, ettd Oracin parametreissa méariteltiin atomien vilille sidos. Sidoksen
tasapainoetiisyys oli tavallisen rikki-rikki-sidoksen pituinen, joten kaukana téstd olevat
atomit tunsivat valtavan voiman toisiaan kohti. Kuitenkaan atomit eivit liikkuneet lii-
an nopeasti (mika olisi rikkonut molekyylin), vaan alkusimulaatiossa kiytetty “very cold
start”-parametri asetti yldrajan atomien liikkumisnopeudelle ja sidos saatiin tasapainoe-
taisyydelle hallitusti.
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1KT7:n simulaatiossa ldhtorakennetta ei tarvinnut muokata, silld se oli Protein Data
Bank-tietokannassa taydellisend. 1KT7:ssa olevien kolmen rikki-rikki-sidoksen tapaukses-
sa atomit olivat siis jo valmiiksi sidosetdisyydelld. Kuitenkin 1K'T7:lle suoritettiin samat
alustusajot kuin DigA16:lle, koska haluttiin varmistaa, ettd simulaatio toimii oikein.

Topologia- ja parametritiedot kummallekin proteiinille olivat enimmikseen valmiina
AMBER:in voimakenttdparametripaketissa, mutta joitakin jousivakio-tasapainoarvo-pareja
sidoksille, kulmille ja torsiokulmille piti kehittdé itse. Lisdksi kaikki pistevaraukset ja tay-
dellinen topologia proteiinien sitomille vierasmolekyylille (digoksigeniini ja retinoli) piti
tehdd itse. AMBER:ista puuttuvat varaukset laskettiin DFT:114 (density functional theo-
ry). DFT:td kdytetdan yleisesti elektronirakennelaskuihin molekyyleille ja materiaaleille.
DFT:ssé lasketaan molekyylin elektronikaasun tiheys avaruudessa, téstd lasketaan millai-
sen sihkokentdn ulkopuolella oleva tarkkailija molekyylille havaitsee ja lopulta sovitetaan
atomeille pistevaraukset, jotka tuottavat vastaavan sihkokentin ulkopuoliselle tarkkailijal-
le. N&ita pistevarauksia kiytettiin digoksigeniinin ja retinolin atomien varauksina (atomiy-
dinten varaukset huomioiden) molekyylidynamiikkasimulaatiossa.

Kun ldhtorakenne ja -tiedot oli kokonaisuudessaan valmiina, voitiin alkaa simuloimaan
Oracilla. Ensin proteiini ja simulaatioon lisitty vesi piti termalisoida 300 Kelviniin rauhal-
lisesti. Aluksi ajettiin lyhyt yhden pikosekunnin pituinen ajo 10 K:n lampoétilassa kiyttden
“very cold start”-parametria, joka estid simulaation epdonnistumisen tilanteessa, jossa al-
kuasetelma ei olisi aivan fysikaalinen. Tamén jilkeen ajettiin kolme kappaletta 150 ps
ajoja: ensin 100 K:ssi, sitten 200 K:ssa ja lopuksi 300 K:ssa. Niissd lampdotila pidettiin ha-
luttuna koko ajon ajan uudelleenskaalaamalla atomien nopeuksia tarvittaessa. Téllaisesta
alustuksesta kiytetaan tavallisesti nimed “hylkdysvaihe” (engl. “reject-phase”).

Tamaén jilkeen ajettiin yksi 150 ps ajo 300 K:ssi kdyttden termostaattia ja barostaattia.
Simulaatiokopin koon annettiin muuttua vapaasti paineen pysyessd yhdessi ilmakehéissa.
DigA16:n simulaatiossa, jossa proteiinin sisilla oli vierasmolekyyli oli kopin koon muutos
alle 0,1 A kaikkien koordinaattiakselin suhteen eli kyseessé oli lopulta vain tarkistus, ettd
simulaation paine oli hyva ja ettd jarjestelmé oli vakaa. Muissa DigA16:n simulaatioissa
kopin koko muuttui hieman enemmin, kuitenkin alle 1 A suuntaansa. 1KT7:n simulaatios-
sa kopin koko muuttui 59 x 56 x 54 Angstromisti hieman alle 58 x 55 x 53 Angstromiin eli
pieneni noin 1 A joka suunnassa. Lopuksi jarjestelmilld ajettiin vield viimeinen termalisoin-
tiajo (150 ps 300 K:ssd) kiyttden termostaattia, joka piti lampotilan 1dhelld tavoitearvoa.
Yhteensd alustuksessa simuloitiin 751 ps, josta 450 ps simuloitiin 300 K:ssa. Ndiden alus-
tusten jilkeen pystyttiin kymmenen nanosekunnin tuotantoajot aloittamaan. Yhden nano-
sekunnin simuloimiseen meni kiiyttettivissa olevalta tietokoneelta hieman yli nelji paivaa.
Tietokoneessa oli nelja kappaletta 64-bittisia 2,4 GHz:n kellotaajuudella toimivia kaksiy-
timisid AMD Opteron-prosessoreita, yhteensi siis kahdeksan ydintd. Yhtéd simulaatiota ei
voitu ajaa rinnan usealla prosessorilla, mutta samaan aikaan voitiin eri ytimilla ajaa useita
eri simulaatioita.

Tulosten analysointiin kdytettiin piadasiassa VMD-ohjelmistoa [40]. T&ll4 tehtiin ava-
ruudellisen rakenteen kuvat, Ramachandran kaaviot seka laskettiin RMS-poikkeamat. Ku-
vaajat piirrettiin erikseen Gnuplot-ohjelmistolla.
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3 Tulokset

Kuva 13: DigA16-proteiini tlman toista S-S-sidosta eli “protl1”. Viritys kuten kuvassa 1.

Téssa tyossa tutkittiin DigA16-proteiinia (kuvat 1 ja 13), jonka kokeellisesti tunnettuun ra-
kenteeseen oli lisdtty puuttuvat aminohapot tietokoneohjelmien avulla seki 1K'T7-proteiinia
(kuva 14). DigA16:ssa on kaksi mahdollista paikkaa rikki-rikki-sidokselle, néisté toinen ji-
tettiin kahdessa simulaatiossa auki (eli atomien vilille ei méadritelty kovalenttia sidosta)
ja tdméan vaikutusta proteiiniin tutkittiin. DigA16:sta simuloitiin kolmea eri rakennetta,
jotka on nimetty kisittelyn helpottamiseksi. Molemmat potentiaaliset rikki-rikki-sidokset
ovat kahden kystiini-aminohapon rikkiatomien valilld. Ensimméinen oli ilman toista rikki-
rikki-sidosta aminohappojen 42 ja 170 vélilli, josta kiytetddn nimitysta "prot1” (kuva 13).
Toinen sisdltdd kummatkin rikki-rikki-sidokset, jotka ovat aminohappojen 8 ja 115 valilla
ja aminohappojen 42 ja 170 vililld. Tastd kdytetdan nimitystd "prot2” (kuva 1). Kolmas
simuloitu rakenne DigA16:sta oli kuten “prot1” (eli yhdelld S-S-sidoksella), mutta simulaa-
tiossa proteiinin taskussa oli vierasmolekyyli (digoksigeniini). Tahén viitataan nimityksel-
14 “prot3”. Kuvassa 1 on “prot2”, jossa tietokoneella lisétyt proteiinin osat ovat oranssilla
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varilla merkittyné. Lisdksi kuvassa on nikyvissi kystiini-aminohapot, jotka muodostavat
rikki-rikki-sidokset. Nama sidokset ovat merkittavid, koska ne pitdvit proteiinin pait 1a-
helld muuta proteiinia. Sidoksen puuttuessa proteiinin héntéd ldhtee vaeltelemaan melko
vapaasti ja kauas S-tynnyrirakenteesta. Tdméa huomattiin simulaatiossa “prot1” (kuva 13),
jossa jatettiin 1 rikki-rikki-sidos pois. Simuloitaessa rakennetta “prot2” téalldista liitkkumista
ei havaittu.

1K'T7-proteiinista simuloitiin yhtd rakennetta. Tdmén proteiinin avaruudellinen ra-
kenne on kokonaisuudessaan mitattu kokeellisesti, joten siihen ei tarvinnut erikseen li-
sitd osia, kuten DigA16:n tapauksessa. Rakenteessa olevat S-S-sidokset olivat kystiini-
aminohappojen 4 ja 160, 70 ja 174 seké 120 ja 129 valilld. Simuloituun rakenteeseen kuului
vierasmolekyyli (retinoli) 1KT7:n sisélld, S-tynnyrin muodostamassa onkalossa, jonka on
havaittu sitovan retinolia. Simulaation aikana retinoli pysyikin hyvin proteiinin sisilla.

Molekyylidynamiikkasimulaatioissa voidaan tutkia molekyylien rakennetta, dynamiik-
kaa ja energetiikkaa. Lisdksi voidaan tutkia molekyylien vilisii vuorovaikutuksia, kuten
1KT7- ja “prot3’-simulaatioissa tehtiin. Proteiinien konformaatiota voidaan tutkia myds
Ramadanchan kaaviolla. Tdm& on kunkin aminohapon kahden torsiokulman visualisointi
koordinaatistoon, jossa jokaisesta aminohaposta tulee siis yksi piste. Niistd kulmista kéy-
tetddn nimid ¢- ja ¢-kulmat (kuva 15). Koordinaatistossa vaaka-akselilla on ¢-kulma ja
pystyakselilla ¢-kulma, ja kumpikin saa arvoja véliltd [—m, 7] (nollakohta keskelld). Tietyt
alueet Ramachandran kaaviossa vastaavat sekundaarisia rakenneosia, ja ndmé on esitetty
kuvassa 16. Punaiset alueet kuvaavat sallittuja konformaatioita. Tall6in atomien paikoille
voi asettaa van der Waals-siteiset pallot ilman, ettd ne menevit toistensa paille. Keltaiset
alueet ovat alueita, jotka ovat sallittuja, jos laskuissa kiytetddn hieman pienempié van der
Waals-siteitd. Kdytdnnossi keltaiset alueet ovat sallittuja, mikéili aminohappoina on vain
glysiinia. Luonnon vasenkétiset aminohapot eivit voi muodostaa suurempaa kokonaisuutta
vasenkétistd a-heliksid, vaikka se onkin mahdollinen konformaatio (oikea yldneljdnnes).

3.1 DigA1l6-proteiinin simulaatiot
3.1.1 Energetiikka

Simulaatioiden kokonaisenergiat (kuva 17) olivat vakaita. Punainen kiyrd on simulaatios-
ta "prot1”, jossa toista rikki-rikki-sidosta ei huomioitu, sininen simulaatiosta “prot2”, jossa
se huomioitiin ja purppura kiyrd on simulaatiosta “prot3”. Energiat ovat erisuuret, koska
simulaatioissa on eri miarit atomeita ja siten eri méaéré sidoksia ja pidemmén kantaman
paripotentiaaleja. Simulaatioiden “protl” ja “prot2” energiat ovat tosin ldhelld toisiaan,
koska ero atomeiden lukumééarissi on pieni. Kolmannessa simulaatiossa mukana oli digok-
sigeniinimolekyyli, ja energia on selvisti alempana kuin kahdessa ensimmadisessd. Huomat-
tavaa on kuitenkin, ettd energiat kohoavat hitaasti ja tasaisesti. Tamé on merkKki siité, etté
kohoava energia on seurausta simuloinnin aikana kumuloituvasta pyoristysvirheesté, joka
riippuu kiytetysta aika-askeleesta.

Proteiinin sisdisten vuorovaikutusten potentiaalienergia (kuva 18) vaihtelee kummas-
sakin simulaatiossa “prot1” ja “prot2” nopeasti kohtuullisen pienelld vililla. Loppua kohti
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Kuva 14: 1KT7-proteuini. Itse proteitni nakyy kuvassa turkoosilla. Protewinin sisdalld nd-
kyy retinolimolekyyli, jossa turkoosi vari tarkoittaa hiiliatomia, punainen happiatomia ja

valkoinen vetyatomia. Retinoli on lipokaliiniproteiineille tyypillisessd onkalossa 1KT7:n si-
salld.

NR
“‘M_

Kuva 15: Aminohapon ¢- ja 1p-kulmat aminohappoketjussa [4].
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The Ramachandran Plot.
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handed
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Kuva 16: Ramachandran kaavion sekundaarisia rakenneosia vastaavat alueet [{1].

lilke hidastuu ja energia laskee hieman, tdmé johtuu siitéd, ettd proteiini 10ytiaa vihitellen
energeettisesti edullisemman orientaation. Erityisen mielenkiintoiseksi osoittautui simulaa-
tion “prot1” proteiinin potentiaalienergiakdyra, silld siind oli selvd kumpu ja simulaatiosta
paljastuikin tarkemmalla tutkimisella muutaman aminohapon ketjun konformaatiomuutos,
josta enemméin myohemmin. Saman suuntaisia tuloksia antaa proteiinin ja veden vilisen
potentiaalienergian kuvaaja (kuva 19). Mybhemmin myos simulaatiosta “prot3” 16ytyi vas-
taava konformaatiomuutos. Potentiaalienergia vaihtelee nopeassa tahdissa, mutta loppua
kohden vaihtelu hidastuu ja energiataso nousee hiukan. Proteiinin (ja hiukan myos veden)
16ytdméan paremman orientaation vapauttama energia kompensoituu proteiinin ja veden
vilisessd vuorovaikutuksessa.

Simulaation “prot3” tulokset olivat suurilta osin odotettuja. Tosin simulaation tulok-
sia tutkittaessa havaittiin pieni vastoinkdyminen, silld simulaation suorittamiseen kiytetyn
tietokoneen vaihtaminen aiheutti sen, ettd proteiinin tarkkaa trajektoria tihealld tallen-
nusvalilld (9,6 ps) ei ollut saatavilla. Muu data simulaatiosta on kunnossa ja kelvollista,
mutta trajektoria ei voinut analysoida niin tarkasti kuin edeltévissd simulaatioissa. Simu-
laation kokonaisenergia nikyy kuvasta 17 ja se kayttdytyy kuten simulaatioiden “protl”
ja “prot2” energiat. Syykin on sama: kumuloituva pyoristysvirhe, joka johtuu &arellisestd
aika-askeleesta. Proteiinin potentiaalienergiassa nidkyy pieni kohouma noin 2,5-4,5 nanose-
kunnin ympérilla (kuva 20) ja samansuuruinen kuoppa nékyy proteiinin ja liuoksen vélises-
sé sidosenergiassa kuvassa 21. Tdmé johtunee konformaatiomuutoksesta, jollainen 16ytyi
simulaation trajektoria tarkastelemalla.
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Kuva 17: Kokonaisenergia 300 Kelvinin lampdtilassa. Pystyakselilla energia (IKJ/mol) ja
vaaka-akselilla aika (ps). Punainen kayrd on simulaatiosta “prot1”, jossa toinen rikki-rikki-
sidos jatettiin huomiotta ja sininen kdyrd on simulaatiosta “prot2”, jossa molemmat otettiin
huomzioon. Purppura kdyrd on simulaatiosta “prot3”, joka sisdlsi vierasmolekyylin.
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Kuva 18: Proteitnin potentiaalienergia simulaatioissa “protl” ja “prot2”. Pystyakselilla po-
tentiaalienergia (KJ/mol) ja vaaka-akselilla aika (ps).
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Kuva 19: Liuoksen ja proteiinin vilinen sidosenergia simulaatioissa “protl” ja “prot2”. Vi-
ritys ja skaala kuten kuvassa 17.
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Kuva 20: Stmulaation “prot3” proteiinin potentiaalienergia. Proteiinin sisdlld oleva vieras-
molekyyli - eli sen sisdinen potentiaalienergia sekd koko proteiinin kanssa muodostettujen
vuorovatkutusten potentiaalienergia - on laskettu mukaan proteiinin potentiaalienergiaan.
Viritys ja skaalaus kuten kuvassa 17.
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Kuva 21: Simulaation “prot3” liuoksen ja proteiinin vilinen sidosenergia. Varitys ja skaa-
laus kuten kuvassa 17.

3.1.2 Konformaatio

Kuvassa 22 on proteiinin atomeiden koordinaattien RMS-poikkeama kullakin ajanhetkel-
14 (root-mean-square-deviation, neliGjuuri poikkeaman nelién keskiarvosta) verrattuna ko-
keellisiin koordinaatteihin. Kuvissa on DigA16:n simulaatioiden lisdksi vertailun vuoksi
myos kuvaajat 1K'T7:n simulaation datasta ja néihin palataan my6hemmaéssi kappaleessa.
Kuvassa 23 on RMS-poikkeama, joka on laskettu rajoittuen proteiinin rungon (backbone)
atomeihin. Punainen kiyrd on simulaatiosta “prot1” ja se nousee kummassakin tapaukses-
sa huomattavasti korkeammalle, kuin sininen kdyrd. Tamé& johtuu juuri vapaana (ilman
S-S-sidosta ) vaeltavan hénnén liikkkeen aiheuttamasta vaikutuksesta RMS-poikkeamaan.

Mielenkiintoista on se, ettd “prot3”:n RMS-poikkeama (purppura kidyrd kuvissa 22 ja
23) laskee alun jilkeen. Tamé tarkoittaa sité, ettd proteiini palaa ldhemmais kokeellisia
koordinaatteja termalisoinnin jilkeen varsinaisen simulaation aikana. S-tynnyrin alueelta
laskettu RMS-poikkeama (kuva 24) niyttia silti, ettd vierasmolekyyli stabiloi S-tynnyrid
DigA16:n simulaatiossa “prot3” verrattuna kahteen muuhun. Hieman ylldttden “prot2”:n
kdyrd on korkeammalla, kuin “prot1”:n. Tasapainottaako puuttuva S-S-sidos digoksigeniinin
puuttuessa [S-tynnyrin? Selvii on ainakin se, ettd digoksigeniini saa [S-tynnyrin pysyméaéin
vakaampana. RMS-poikkeama “prot3™:lle on noin puolet siitd, mita se on “prot2”:lle.

Simulaation “prot1” loppupaéin hinnin kahden rikkiatomin vilisen etiisyyden kuvaaja
(kuva 25) kertoo hyvin, miten sidoksen jattdminen pois antaa hinnén heilua lihes vapaasti.
Toisen sidoksen kohdalla (sininen kiiyra), missi rikit on sidottu toisiinsa on etdisyys hyvin
tarkasti vakio. Punaisessa kéiyrissi sen sijaan rikkiatomien vilinen etdisyys pysyy suurena
ja vaihtelee huomattavasti.

Kuvassa 26 kahden simulaation lopputulokset on aseteltu alkuperiisen, kokeellisesti
saadun rakenteen paille kiyttden pienimmén RMS-poikkeaman tuottavaa asentoa. Tés-
sé tapauksessa RMS-poikkeamaa laskettaessa huomioitiin vain aminohapot 5-166 eli ne

35



RMSD (A)

0 2000 4000 6000 8000 10000
Aika (ps)

Kuva 22: Koko protevinin RMS-poikkeama ajan funktiona. Kunkin ajanhetken koordinaat-
teja on verrattu kokeellisesti mitattuihin koordinaatteihin. Kuvassa punaisella “protl”, si-
niselld “prot2”, purppuralla “prot3” ja mustalla 1KT7.
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Kuva 23: Proteuinin rungon RMS-poikkeama ajan funktiona. Kunkin ajanhetken koordi-
naatteja on verrattu kokeellisesti mitattuihin koordinaatteihin. Kuvassa punaisella “prot1”,
siniselld “prot2”, purppuralla “prot3” ja mustalla 1KT7.
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Kuva 24: G-tynnyriin rajoitettu RMS-poikkeama simulaatioista. Punaisella “prot1”, sinisel-
la “prot2”, purppuralla “prot3” ja mustalla 1KT7. DigA16:n RMS-poikkeama on laskettu
aminohappojen 24-133 koordinaateista ja 1KT7:n aminohappojen 22-139 koordinaateista.
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Kuva 25: Rikki-atomien vilinen etdisyys simulaatiossa “prot1”. Namd rikkiatomiparit muo-
dostavat mahdollisesti kaksi rikki-rikki-sidosta luonnossa. Punaisella varilld on aminohap-
pojen numero 42 ja 170 ja siniselld aminohappojen 8 ja 115 rikkiatomien etdaisyys. Vaaka-
akselilla aika (ps) ja pystyakselilla S-S-etdisyys Angstromeing.
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aminohapot, joiden asento oli havaittu kokeellisesti. Taman jilkeen proteiinit varitettiin
sen mukaan miten hyvin ne osuvat piallekdin. Punaiset alueet ovat lihimpéna toisiaan
ja véri muuttuu valkoisen kautta siniseksi, kun ero kasvaa. Oikealla puolella, simulaation
“prot2” kuvassa, kaikkein lahimpéana kokeellista orientaatiota ovat proteiinin keskelld ole-
vat (-levyt. Lisdksi on huomattavaa, ettd ilman rikki-rikki-sidosta alkupuolen hinnéantynka
liikkuu suhteellisesti vihemmaén kuin sidoksen ollessa lasnd. Myos aminohappojen 118-124
muodostama silmukka liikkkuu suhteessa vihemmén simulaatiossa “protl”. Simulaatiossa
“prot2” huomataan a-heliksin (aminohapot 140-152, oikeanpuoleisessa kuvassa alareunas-
sa) ja sen ympariston suhteellisen liikkeen olevan suurempi, kuin simulaatiossa “prot1”.
Tama johtuu juuri siitd, ettd varityksen “maksimi” pitdé skaalata suurimman liikkeen mu-
kaan, mikd simulaatiossa “prot1” oli suurempi kuin simulaatiossa “prot2”.

DigA16:n simulaatiossa “prot1” havaittiin kuvan 18 punaisesta energiakdyrasta mielen-
kiintoinen konformaatiomuutos. Energiakidyréissi havaittiin ensin kohouma, jonka vuoksi
trajektorin animaatiota VMD:ssd tarkasteltiin kyseiseltd ajanjaksolta tarkemmin ja ha-
vaittiinkin lopulta kuvassa 27 kuvattu hannidn tekemi konformaatiomuutos. Konformaa-
tiomuutokseen osallistuu varsinaisesti 4-5 ensimmaéistd aminohappoa proteiinin aminohap-
poketjusta, vaikka tietysti kyseisen kaltainen konformaatiomuutos vaikuttaa jonkin verran
my0s kauemmas lahiympéaristoonsi. Konformaatiomuutoksen aikaskaala on kahden nanose-
kunnin luokkaa, joten sellaisen havaitseminen vain kymmenen nanosekunnin simulaatiossa
lienee harvinaista. Kyseisessd simulaatiossa toinen potentiaalinen rikki-rikki-sidos on auki,
mutta se on toisessa padssd proteiinia. Alkupéén rikki-rikki-sidos, joka on ldhelld konfor-
maatiomuutoksen paikkaa, on puolestaan kiinni.

Simulaatiossa “prot3” kokeelliseen rakenteeseen verrattaessa (kuva 28) ldhinné proteii-
nista ulkonevat hinnét ja silmukat ovat liikkkuneet eri asentoon. Proteiinin S-tynnyrirunko
on kiytdnndossi samassa asennossa kuin kokeellisesti mitatussa rakenteessa. Mielenkiintoi-
sena yksityiskohtana nousee esiin alkupddn hantd (kuvassa 28 oikealla ylhadlld siniselld
varilli), joka kokee “prot1”:n konformaatiomuutosta vastaavan muutoksen (kuva 29). Noin
2,5-4,5 nanosekunnin kohdalla simulaatiota proteiinin energiakdyrdssd (kuva 20) on pie-
ni kohouma ja samassa kohtaa trajektorin animaatiota niyttié silté, etta alkupidén hanta
melkein lukkiutuu taipuneeseen olevaan asentoon, kun se sitd aiemmin on heilunut suo-
rempana kdyden vain ajoittain lyhyesti taipuneena. Heti tdmén jdlkeen proteiinin sisdisten
vuorovaikutusten energia laskee noin parin nanosekunnin ajan ja jaad lopuksi laskeneelle
tasolle.

Ramachandran kaaviosta néhdéén, ettd “protl”-simulaatiossa (kuva 30) aminohapot,
jotka ovat olleet (oikeakiitisen) a-heliksi- ja S-levykonformaatioiden vélissd ovat liikkkuneet
hieman kohti a-heliksi-konformaatiota. Lisdksi [-levykonformaatiossa olevat aminohapot
ovat liikkuneet vihemmén sallitulle alueelle. Simulaatiossa “prot2” (kuva 31) a-heliksi- ja
(B-levykonformaatioalueiden vilissd olevat aminohapot ovat liikkuneet oikealle kohti po-
sitiivista ¢-kulmaa ja aavistuksen alas kohti a-heliksikonformaatiota. Lisiksi enemmén
sallitulla a-heliksialueella olevat aminohapot ovat levyttéytyneet laajemmalle pysyen kui-
tenkin siniselld alueella. Digoksigeniinin kanssa simuloidussa “prot3”-rakenteessa (kuva 32)
a-heliksi- ja [-levykonformaatioalueiden vilissé olevat aminohapot ovat liikkuneet ensi-
nakin alaoikealle kohti positiivista ¢-kulmaa ja enemmaén negatiivista ¢)-kulmaa. Toiseksi,
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Kuva 26: DigA16:n poikkeama kokeellisesta rakenteesta 10 ns simulaation jilkeen. Vasem-
malla ilman toista rikki-rikki-sidosta, otkealla sidoksen kanssa. Punainen vdri tarkoittaa,
ettd koordinaatit ovat lihelld kokeellisia, sininen tarkoittaa, ettd koordinaatit ovat muuttu-
neet enemmdan. Variskaala on suhteellinen eli oikeanpuoleisessa “prot2”-simulaation kuvas-
sa (-tynnyrissd on enemmdn sinistd koska tynnyrin ulkopuoliset hinndt ewdt ole litkkuneet
nun paljoa, kuin “protl”-simulaatiossa.

Kuva 27: Vasemmalla kuvankaappaus VMD:lli simulaatiosta “prot1” kohdasta 3,3 ns. Oi-
kealla vastaavasta osasta proteiinia kuvankaappaus kohdasta 9,6 ns. Kummassakin kuvassa
on korostettuna oranssilla véirilld aminohapot 1-5.
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Kuva 28: DigA16:n rakenteen “prot3” poikkeama kokeellisesta 10 ns simulaation jilkeen.
Viritys kuten kuvassa 26.

Kuva 29: Vasemmalla kuvankaappaus VMD:lld simulaatiosta “prot3” kohdasta 1,0 ns. Oi-
kealla samasta simulaatiosta kohdasta 5,5 ns. Kummassakin kuvassa korostettuna orans-
silla varila aminohapot 1-5.
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1-kulman nollalinjalle on kerddntynyt joukko aminohappoja. Tadma joukko koostuu ami-
nohapoista 159-184, jotka ovat alkurakenteessa hajallaan kaavion vasemmalla puoliskolla
(negatiivisen ¢-kulman alueella).

Simulaation “prot1” Ramachandran kaaviota analysoitiin tarkemmin ja tutkittiin, mis-
sd konformaatioissa tietyt aminohapot olivat olleet. Tutkittaviksi aminohapoiksi valittiin
ne, jotka olivat valkoisella (ns. “kielletylld”) alueella loppukonformaation Ramachandran
kaaviossa, eli ne eivit muodosta mitdidn sekundaarista rakenneosaa. Taulukossa 1 on lis-
tattuna ndmé aminohapot ja niiden simulaation aikaiset konformaatiot Ramachandran
kaavion perusteella. Useat néistd aminohapoista olivat olleet valtaosan ajasta jonkin kon-
formaation alueella ja kévikin ilmi, ettd monet S-levyt lyhenevét ja pitenevit simulaation
aikana vihiksi aikaa ja jotkut jopa jakautua kahdeksi erilliseksi levyksi (kuva 33), kun
joku aminohappo levyn puolivilistd muuttaa konformaatiotaan hetkellisesti pois [-levyn
konformaatioalueelta. Pitdd kuitenkin muistaa, ettd muutokset ovat lyhytaikaisia ja kon-
formaatiot palautuvat ennalleen.

Simulaatiolle “prot2” tarkasteltiin my0s tarkemmin niitd aminohappoja, jotka ovat lop-
pukonformaatiossa kielletylld alueella Ramachandran kaaviossa. Taulukossa 2 on lueteltu
ndmé aminohapot ja niiden muut konformaatiot. Huomattavaa on se, ettd “prot2”:n Ra-
machandran kaaviossa moni aminohappo oli a-heliksikonformaation vieressé loppukonfor-
maatiossa. Namé aminohapot tuntuivat liikkkuvan a-heliksikonformaation alueella ja hie-
man sen ulkopuolella. Vililla osa aminohapoista kivi S-levykonformaation alueellakin. Toi-
sin kuin “prot1”:n simulaatiossa, “prot2™”:n simulaatiossa ei havaittu g-levyn jakautumista
kahtia lainkaan ja vain yhden levyn lyhentymistd ajoittain.

Simulaatiossa “prot3” kielletylld alueella olevat aminohapot kiyttaytyvat kuten kah-
dessa muussakin DigA16:n simulaatiossa. Huomattava osa aminohapoista on S-levy- ja a-
heliksirakenteen vélissi ja/tai a-heliksirakenteen reunalla ja alueella. Toinen suurempi ryh-
méa on ne aminohapot, jotka viettavat koko simulaation kielletylld alueella muodostamatta
mitddn sekundaarisia rakenteita. Jotkin aminohapot kayvat vililld jonkin sekundaarira-
kenteen alueella Ramachandran kaaviossa, mutta eivit jai sinne pysyvisti vaan palaavat
kielletylle alueelle.

3.1.3 Vierasmolekyylin kiyttiytyminen

Kuvassa 34 on simulaation “prot3” loppurakenteesta digoksigeniinimolekyyli, ja sen ldhelld
olevat DigA16:n onkaloon loukkuun jadneet vesimolekyylit sekd proteiiniin kuuluvat onka-
lon sisdpinnalla olevat vety- ja happiatomit, jotka osallistuvat vetysidoksiin digoksigeniinin
kanssa. Vesimolekyylit ovat eri puolilla vierasmolekyylid onkalon syvissa pddssd ja muo-
dostavat sielld sidoksia proteiinin ja digoksigeniinin kanssa. Sivuilla digoksigeniini sitoutuu
suoraan proteiinin vety- ja happiatomeihin vetysidoksin.

Simuloitaessa DigA16:a vierasmolekyylin kanssa simulaatiossa “prot3” voitiin seurata
my0s digoksigeniinimolekyylin 1dhist6lla olevia vesimolekyyleja, joiden kanssa digoksige-
niini tai DigA16 voi muodostaa vetysidoksia. Yksi tilldinen vesimolekyyli oli simulaatios-
sa tunnuksella “HOH 207”. Kuvassa 35 on HOH 207:n sidosetdisyys digoksigeniinin ato-
miin "O12” (toisessa paiadyssa molekyylid) ja DigA16:n aminohapon GLU70 atomiin “O”
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Kuva 30: Simulaation “protl” Ramachandran kaaviot. Vasemmalla ldhtérakenne, oikealla
rakenne simulaation padtyttyd. Sininen alue vastaa kuvan 16 punaista, enemmdan sallittua
aluetta ja vihred saman kuvan keltaista aluetta.

oo

Kuva 31: Simulaation “prot2” Ramachandran kaaviot. Vasemmalla ldhtérakenne, oikealla
rakenne simulaation pddtyttya. Viritys kuten kuvassa 30.
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Kuva 32: Simulaation “prot3” Ramachandran kaaviot. Vasemmalla lihtérakenne, oikealla

rakenne simulaation pddatyttyd. Viritys kuten kuvassa 30.

Taulukko 1: Simulaation “prot1” loppukonformaation Ramachandran kaaviossa kielletylld

alueella olevien aminohappojen konformaatiot simulaation ajalta.

Aminohappo Muita konformaatioita Aminohappo Muita konformaatioita
GLY6 vahan [-levy LEU102 a-heliksi

ASN16 a-heliksi ASN106 vasen a-heliksi

GLY24 aina kielletylla TYRI117 a-heliksi

ALA31 [B-levy GLU119 a-heliksi

TYR39 vihan a-heliksi ja -levy | LYS121 a-heliksi, vasen a-heliksi
GLY40 aina kielletylla LYS122 a-heliksi

CYS42 vasen a-heliksi GLY123 G-levy

GLY43 B-levy LEU127 G-levy

GLY51 aina kielletylla MET135 viahan a-heliksi ja (-levy
GLY64 aina kielletylla GLY151 vihan a-heliksi ja (-levy
GLU70 B-levy PRO153 a-heliksi

GLYT71 B-levy GLN158 a-heliksi

GLYT77 aina kielletylla LYS159 a-heliksi

ILES81 a-heliksi SER166 a-heliksi

GLYS82 aina kielletylla ALA168 viahan a-heliksi ja (-levy
GLY92 vihan p-levy LYS171 aina kielletylla
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Kuva 33: Simulaation “protl” aminohapot 65-76, jotka muodostavat yhden kahdeksasta (3-
tynnyrin (B-levystd. Siniselld alkuorientaatio ja punaisella lipikuultavalla loppuorientaatio.
Huomaa alkuorientaatiossa 2-osainen [(3-levy.

Taulukko 2: Simulaation “prot2” loppukonformaation Ramachandran kaaviossa kielletylld
alueella olevien aminohappojen konformaatiot simulaation ajalta.

Aminohappo Muita konformaatioita Aminohappo Muita konformaatioita
ASP5 viahén a-heliksi ja S-levy | ASP118 vahan a-heliksi
TRP19 a-heliksi GLU119 a-heliksi, vihan g-levy
SER20 a-heliksi LYS121 vahan vasena-heliksi
GLY24 aina kielletylla LYS122 a-heliksi

GLY40 aina kielletylla GLY123 vihan g-levy

GLY43 vihan g-levy GLY139 aina kielletylla

GLY51 aina kielletylla GLU140 a-heliksi

HIS63 vasen a-heliksi ALA141 a-heliksi

ALA6G4 aina kielletylla LYS142 a-heliksi

GLYT71 B-levy TYS148 a-heliksi

GLYT77 aina kielletylla GLY151 vahéan a-heliksi ja (G-levy
SER59 a-heliksi VAL154 a-heliksi, vihan g-levy
LYS80 a-heliksi LYS159 a-heliksi, vihin (-levy
GLYS82 vihin vasen a-heliksi PHE165 a-heliksi, vihin g-levy
GLY91 vasen a-heliksi GLU167 a-heliksi

GLY92 B-levy ALA168 a-heliksi

ASP105 a-heliksi CYS170 a-heliksi, G-levy
ASN106 aina kielletylla LYS171 a-heliksi

LYS107 a-heliksi SER178 B-levy

ASN108 a-heliksi
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Kuva 34: Digoksigentinimolekyyli (pienet pallot) ja lihella olevat vety- ja happiatomit
“prot3-simulaation loppurakenteessa. Punaiset ovat happea, valkoiset velyd ja turkoosit
hiiltd, HOH-alkuiset ovat DigA16:n onkalossa loukussa olevia vesimolekyylejd. Onkalo
avautuu otkealle ylos.

(—COO™-ryhmissi). Kayrista ndkyy selvd symmetria, kun toinen happi on kauempana on
toinen ldhempénd. Vesimolekyyli ndyttda olevan suurimman osan ajasta sidottu kumpaan-
kin, seké proteiiniin ettd vierasmolekyyliin, ja se heilahtelee ndiden vilissd kuten massakap-
pale kahden jousen varassa. Vesimolekyyli on keskimédrin 3,6 A etiisyydelld kummastakin,
tosin se heilahtelee 2-6 A alueella.

Lahistolla on toinenkin vesimolekyyli, tunnukseltaan “HOH 187”7, joka liikkuu digoksi-
geniinin ja HOH 207:n viliin silloin, kun HOH 207 on kaukana digoksigeniinista. Ilmeisesti
HOH 187 muodostaa télloin vetysidoksen kumpaankin, digoksigeniiniin (O12:n vieressi
olevaan vetyyn HAA) ja HOH 207:aan. T&ll6in muodostuu kahden vesiatomin ketju digok-
sigeniinistd DigAl6:aan. Kumpikin vesimolekyyli pysyy koko simulaation ajan ldhistolla
eikd liiku kovin kauaksi. Muut atomit, jotka osallistuvat alueen vetysidoksiin ovat amino-
hapon SER69 “OG”-happi (aminohapon sivuryhméssi) ja saman aminohapon “O”-happi.

Toisesta padista digoksigeniinid 16ytyy pysyvd yhden vesimolekyylin (HOH 208) muo-
dostama silta digoksigeniinin ja proteiinin vililli. HOH 208 on toisesta vetyatomistaan
sitoutunut digoksigeniinin happiatomiin “O23” ja toisesta proteiinin aminohappon TRP26
atomiin “O”. Kuvassa 36 nakyvit sidospituudet, joiden mukaan HOH 208 pysyy koko ajan
digoksigeniinin ja proteiinin puolessa vilissi. Sidospituudet ovat koko ajan valilld 2-3,5 A
eli sidokset pysyvit koko simulaation ajan. Toinen alueella oleva vesimolekyyli (HOH 188)
muodostaa vetysidoksia proteiinin ja HOH 208:n kanssa. Kuvassa 37 on esitetty HOH 188:n
sidospituudet HOH 208:n ja proteiinin aminohapon ARG58 atomin “HE” (sivuryhméssé)
kanssa. Kéyristd nikee, etti sidos proteiinin kanssa on pysyvé, mutta vesimolekyylin kanssa
hieman héilyva. Vesimolekyyli HOH 188 tuntuukin heilahtelevan enemmaén, kuin naapu-
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Kuva 35: Vesimolekyylin “HOH 207" sidosetdisyydet vierasmolekyyliin (digoksigeniini) ja
protesiniin (DigA16) simulaatiossa “prot3”. Punainen kdyrd on etdisyys vesimolekyylin ve-
tyatomista digoksigeniinin happiatomiin “O12” ja sininen kdyrd on etdisyys vesimolekyylin
toisesta vetyatomista DigA16:n aminohapon GLU70 happiatomiin “O”.

rinsa ja muodostaa lyhytkestoisia sidoksia useiden proteiinin atomien kanssa. HOH 188 kiy
sidospituuden pé#ssi seuraavista proteiinin atomeista: aminohapon GLN28 atomi “OE1”
(sivuryhméssi), aminohapon ARG58 atomi “HG1” (sivuryhméssi), aminohapon TYRS59
atomi “O” ja aminohapon TRP44 atomi “O”.

Niiden liséiksi digoksigeniini muodostaa vetysidoksia suoraan proteiinin kanssa. Kuvas-
sa 38 on niistd kolmen sidosetiisyydet simulaation ajalta. Kaksi néistd etdisyyksistd (ami-
nohapon TYRA47 ja HSP35 kanssa) néyttavit pysyvéin hyvin vakioina, kun taas yksi (ami-
nohapon TYR39 kanssa) vaihtelee voimakkaasti. TYR39:n tapauksessa kyseessé on heikko
sidos, eikd sidos ole koko ajan olemassa vaan murtuu ja muodostuu uudelleen vélilla. Mui-
takin vastaavia paikkoja, missi vetysidos digoksigeniinisté proteiiniin on todennikdisesti
ainakin ajoittain olemassa on lueteltu taulukossa 3. Niissi tapauksissa atomien etiisyy-
det vaihtelevat voimakkaastikin, mutta ovat ajoittain vetysidoksen etéisyydelld toisistaan.
T&ll6in on todennékoisté, ettd vilille on muodostunut lyhytaikainen vetysidos.
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Kuva 36: Vesimolekyylin “HOH 208" sidosetdisyydet vierasmolekyyliin (digoksigeniini) ja
protetiniin (DigA16) simulaatiossa “prot3”. Punainen kdyrd on etdisyys vesimolekyylin ve-
tyatomista digoksigeniinin happiatomiin “0O23” ja sininen kdyrd on etdisyys vesimolekyylin
toisesta vetyatomista DigA16:n aminohapon TRP26 happiatomiin “O”.
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Kuva 37: Vesimolekyylin “HOH 188" sidosetdisyydet vesimolekyyliin HOH 208 ja proteiiniin
(DigA16) simulaatiossa “prot3”. Punainen kayrd on etdisyys HOH 188: vetyatomista HOH
208:n happiatomiin ja sininen kdyrd on etdisyys vesimolekyylin HOH 188 happiatomista
DigA16:n aminohapon ARG5S vetyatomiin HE.
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Kuva 38: Digoksigeniinin sidosetaisyyksida proteriniin stmulaatiossa “prot3”. Punainen kdy-
rd on etdisyys digoksigeniinin atomista “O23” proteiinin aminohapon TRP/7 atomiin “HH”,
sinanen kdyrd on etdisyys digoksigentinin atomista “0O147 proteiinin aminohapon HSP35
atomiin “HE2” ja musta kdyra on etdisyys digoksigeniinin atomista “1HS3” protevinin ami-

nohapon TYRS39 atomiin “OH”.

Taulukko 3: Atomipareja simulaatiossa “prot3”, missd atomit ovat ajoittain vetysidoksen
etdisyydelld toisistaan. Proteiinin atomin listauksessa on ilmoitettu ensin atomin aminoha-
pon 3-kirjaiminen lyhenne ja aminohapon numero polypeptidiketjussa, jonka jilkeen on kak-
soispisteelld erottuna atomin lyhenne aminohapossa. Digoksigeniinin listauksessa on pelkkd
atomin lyhenne (ks. kuva 7). O-kirjainta sisdltdvit nimet ovat happiatomeita jo H-kirjainta
sisdltdvdt vetyatomeita.

Atomi proteiinissa Atomi digoksigeniinissé

GLN28:0E1 2H21
HSP86:0 1H1
SERS8T:0O HAA
GLU96:0 HAC
TRP129:HE1 021
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3.2 1KT7-proteiinin simulaatio

3.2.1 Energetiikka

Kuva 39: 1KT7-proteiini viritettynd kuten DigA16 kuvassa 26. Sisdilld retinolimolekyyli.

1KT7-proteiinin simulaatiossa kévi samoin, kuin DigA16:n “prot3”-simulaation kans-
sa eli simulaation suorittamiseen kiytetyn tietokoneen vaihdon vuoksi tarkkaa tihedn tal-
lennsvilin (9,6 ps) trajektoria ei ole saatavilla. Muuta dataa voi kuitenkin kdyttaa. 1KT7:m
konformaatio niyttid vakaammalta kuin DigA16. Kuvasta 39 nikee, ettd kiytdnnossa ai-
noat osat, jotka simulaation aikana liikkuivat olivat aivan reunimmaiset aminohapot alku-
ja loppupééssi proteiinia sekd muutama ulkoneva silmukka. Samalta ndyttdd proteiinien
koordinaattien RMS-poikkeamat (kuvat 22, 23 ja 24), missd koko proteiinin, proteiinin
rungon ja [-tynnyrin alueen RMS-poikkeamat ovat pienempid, kuin DigA16:n simulaa-
tioissa. Erityisesti rungon RMS-poikkeama pysyy hyvin pienend koko simulaation ajan.
Huomautuksena mainittakoon, etti tissi proteiinissa ei ole samanlaisia pitkid hintia, kuin
DigA16:ssa, jotka voivat liikkua helposti ympériinsa. Joka tapauksessa 1KT7 kiyttiytyy
huomattavasti vakaammin simulaatioissa kuin DigA16. Kuvassa [-tynnyri on vihemmén
punainen, kuin DigA16:n simulaatioissa, johtuen suhteellisesta viriskaalasta.

Simulaation kokonaisenergia (kuva 40) kiyttaytyy hyvin. Se nousee alle 2% alkuarvos-
ta simulaation aikana. Nousu johtuu kumuloituvasta pyoristysvirheestd, kuten DigA16:n
tapauksessakin. Proteiinin siséinen seké proteiinin ja veden vilinen potentiaalienergia néyt-
tavét jokseenkin korreloivan keskendin (kuvat 41 ja 42). Téassdkin tapauksessa proteiinin
atomeiksi luetaan myo6s vierasmolekyyli. Huomattavaa on, ettd potentiaalienergiat kiyt-
taytyvit pdinvastoin verrattuna DigAl6:aan. Proteiinin sisdinen energia kasvaa aluksi, kun
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taas DigA16:n laskee ensin.
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Kuva 40: 1KT7-proteiinin simulaation kokonaisenergia. Pystyakselilla energia (KJ/mol)

ja vaaka-akselilla aika (ps). Huomaa energia-akselin skaalaus. Energia nousee simulaation
aikana alle 2%.
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Kuva 41: 1KT7-simulaation proteiinin potentiaalienergia. Skaalaus kuten kuvassa 40.

3.2.2 Konformaatio

Ramachandran kaaviosta (kuva 43) nékee, ettd a-heliksi- ja [-levykonformaatioalueiden
vélissid olevat aminohapot liikkuvat kohti a-heliksialuetta. Muuten Ramachandran kaa-
vioissa alku- ja loppukonformaatioille ei ndy muita muutoksia kuin tavallista pienté sa-
tunnaisvaihtelua. Myés 1KT7:n Ramachandran kaaviosta tutkittiin loppukonformaatiossa
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Kuva 42: 1KT7-simulaation proteiinin ja livoksen vdlinen sidosenergia. Skaalaus kuten
kuvassa 40. Tdssdkin simulaatio-ohjelma laskee retinolimolekyylin kuuluvakst proteiiniin ja
kdyra kuvaa energiaa proteiinin ja veden sekd retinolin ja veden muodostamissa sidoksissa
kuten kuvassa 21.

kielletylld alueella olleiden aminohappojen konformaatiot koko simulaation aikana. Taulu-
kossa 4 ovat ndméa aminohapot ja alueet, millad ne ovat liikkuneet. Yleisesti ottaen 1KT7:n
aminohapoilla tuntuu olevan pienemmét liikkkuma-alueet. Aminohapoissa ei ollut saman-
kaltaisia “vaeltajia” kuin mitd DigA16:ssa 16ytyi. Yksi yhtéldinen ryhmé DigA16:n kanssa
16ytyi ja se on aminohapot, jotka ovat juuri a-heliksirakenteen alueen ulkopuolella loppu-
konformaatiossa ja muina aikoina enimmikseen a-heliksin alueella.

3.2.3 Vierasmolekyylin kiyttidytyminen

Retinoli ndyttdd muodostavan huomattavasti vihemmaéan vetysidoksia proteiinin kanssa
kuin digoksigeniini DigA16:n simulaatiossa. Tamaé oli odotettavissa, silld retinoli on hydro-
fobinen molekyyli ja 1K'T7:n onkalo on my6s hydrofobinen. 1KT7:n onkalossa ei ole lain-
kaan vesimolekyyleja loukussa vierasmolekyylin ja proteiinin véalissd. Retinoli muodostaa
vetysidoksia vain onkalon suuaukon ldheisyydessé, jossa retinolin atomi “O1” (kuva 8) muo-
dostaa kolmen vetyatomin kanssa sidoksia (kuva 44). Kahden néistd kanssa sidos néyt-
tad pysyvaltd (aminohapon GLN98 atomit “H” ja “HB2”) ja kolmannen (LEU97:n atomi
“HD23”) kanssa sidos on ajoittain olemassa. GLN98:n “H” on kiinnittynyt aminohapon
rungon typpiatomiin ja “HB2” ensimmaéiseen sivuryhmén hiileen. Retinolin happeen “O1”
kiinnittynyt vetyatomi “HAA” ei ndytd muodostavan pysyvia vetysidoksia minkdian pro-
teiinin hapen kanssa. Kuvassa 45 on “HAA”:ta 1dhimpéand oleva proteiinin happiatomin
(PHE96:n “O”) ja “HAA”™n etdisyys simulaatiossa, kuvaajasta nékee, ettei vélille muodos-
tu vetysidoksia. Toisaalta “HAA” on suuaukon reunalla ja moni vapaa vesimolekyyli tulee
lahelle ja muodostaa hetkittidin vetysidoksen “HAA”:n kanssa.

Vetysidoksia muodostavien happiatomien tai varautuneiden vetyatomien sijaan 1KT7:n
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Kuva 43: 1KT7-proteiinin simulaation Ramachandran kaaviot. Vasemmalla ldhtérakenne,
otkealla rakenne simulaation padtyttyd. Viritys kuten kuvassa 30.

Taulukko 4: 1KT7:n simulaation loppukonformaation Ramachandran kaaviossa kielletylld
alueella olevien aminohappojen konformaatiot simulaation ajalta.

Aminohappo

Muita konformaatioita

Aminohappo

Muita konformaatioita

CYS4
SER7
SERS
PHE20
GLY22
MET27
GLY34
ASN40
GLU49
ASN50
GLY51
ASNG6
THRS80
GLUS81
ALAS84
VAL93

viahan (-levy

a-heliksi

a-heliksi

a-heliksi

aina kielletyll
a-heliksi

viahian (-levy

vasen a-heliksi
a-heliksi

vihan a-heliksi ja g-levy
aina kielletylla
a-heliski, vihan [-levy
B-levy

a-heliksi

aina kielletylla
a-heliksi

SER95
PHE96
GLY100
ASP110
TYRI111
GLU112
ARG121
GLY127
SER142
GLY143
VAL152
LEU159
CYS160
ARG163
GLY172

a-heliksi
a-heliksi

vihan g-levy
aina kielletylla
aina kielletylla
vahan a-heliksi
a-heliksi

aina kielletylla
vihan a-heliksi
aina kielletylla
a-heliksi

vahan a-heliksi
viahan vasen a-heliksi
aina kielletylla
aina kielletylla
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onkalon sisépinnalla on runsaasti fenyylirenkaita (engl. phenyl sidegroup) ja metyyliryhmié
(C'Hs) proteiinin aminohappojen sivuryhmista. Fenyylirenkaat keskittyvéit neljille kuudes-
ta sivusta; kuvassa 46 eteen, ylos, vasemmalle ja alas. Onkalon suuaukolla (oikealla kuvassa,
retinolin ainoan happiatomin lihelli) ja yhdelld pitkalla sivulla (kuvassa takana) ei ole ren-
kaita lainkaan. Pitkilla sivulla on useita metyyliryhmié ja suuaukolla proteiini muodostaa
harvat vetysidoksensa retinolin kanssa.

Sidospituus (A)
—

0 2000 4000 6000 8000 10000
Aika (ps)

Kuva 44: Retinolin sidosetdisyyksia proteiiniin 1KT7:n simulaatiossa. Retinolin atomista
“O17 protevinin eri atomethin. Punainen kdyrd aminohapon GLNI9S8 atomiin “H” , sininen
kdyrd aminohapon GLN98 atomiin “HB2” ja purppura kiyrd aminohapon LEU97 atomiin
“HD23”".

Retinolin asennonmuutosten selvittimiseksi alku- ja loppurakenteet asetettiin padlle-
kiin pienimman RMS-poikkeaman mukaan, ja RMS-poikkeama laskettiin vain S-tynnyrin
alueen aminohapoista. Tamén jalkeen proteiini piilotettiin ja retinoli naytettiin kummassa-
kin rakenteessa (kuva 47). Kuvasta nikyy, ettd retinoli on pysynyt ldhes liikkkumatta koko
simulaation ajan. Pitkd hiiliketju on hieman kiertynyt eri asentoon, mutta muita muutok-
sia ei ole. DigA16:n tapauksessa digoksigeniinin alku- ja loppuasennot olivat ehki vield
lahempéané toisiaan. Molemmat vierasmolekyylit olivat siis hyvin vakaita koko simulaation
ajan.
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Sidospituus (A)

0 2000 4000 6000 8000 10000
Aika (ps)

Kuva 45: Retinolin vetyatomin “HAA” sidosetdisyys proteiinin aminohapon PHE96 hap-
piatomiin “O” 1KT7:n simulaatiossa.

Kuva 46: Retinolimolekyyli 1KT7:n simulaation alkukonformaatiosta ja sitd ympdroivdt
fenyylirenkaat proteiinin aminohappojen sivuryhmistd. Renkaat ovat aminohapoista (myé-
tapaivaan, alkaen oikealta alhaalta) TYR90, PHE77, PHE45, PHE137, PHE135, TYR135,
PHE36. Kuvassa hitliatomit ovat turkoosilla, happiatomit punaisella ja vetyatomit valkosi-
sella varilla.
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Kuva 47: Retinoli alku- ja loppurakenteessa. Rakenteet on sovitettu padllekdin pienimmdn
proteninin B-tynnyrin alueen RMS-poikkeaman mukaan ja tamdn jilkeen nakyviin on jdtetty

vain retinoli molemmista rakenteista. Sininen on alkurakenteen ja punainen loppurakenteen
retinols.
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4 Johtopaitokset

Téssd tyossd simuloitiin kahta lipokaliiniproteiinia, DigAl16:sta ja 1KT7:44. DigAl16 on
geneettisesti muokattu, koska sen vierasmolekyylin sitovan onkalon aluetta on muokattu
kohdennetulla mutageneesilli. Kumpikin proteiini voi sitoa lipokaliineille tyypilliseen ta-
paan vierasmolekyylin, ja DigA16 sitoo digoksigeniinin ja 1KT7 retinolin. Digoksigeniini
on hormoni, jota kiytetddn sydanlddkkeend. Retinoli eli A-vitamiini on ihmisille ja eldimille
elintdrked vitamiini, joka vaikuttaa moneen asiaan solujen kasvusta nikokykyyn.

Simulaatioita suoritettiin yhteensé nelja. DigA16:a simuloitiin kahdella eri rakenteella
ilman vierasmolekyylid ja 1K'T7:a simuloitiin yhdelld rakenteella vierasmolekyylin kanssa.
Eri simulaatiot on nimetty ymmaértdmisen helpottamiseksi. “Prot1” on DigA16 proteiini
ilman vierasmolekyylid, ja tdssd simulaatiossa toinen S-S-sidos (aminohappojen 42 ja 170
valilla) jatettiin auki. “Prot2” on kuten “protl”, mutta molemmat S-S-sidokset ovat kiin-
ni (aminohappojen 8 ja 115 sekd 42 ja 170 valilld). “Prot3” on kuten “protl” (eli toinen
S-S-sidos auki), mutta simulaatiossa on mukana vierasmolekyyli (digoksigeniini). 1IKT7:n
simulaatiolle ei tarvita mitdan erityistd nimed. Téassd simulaatiossa mukana on vierasmo-
lekyyli, retinoli.

Kaikkissa neljissd simulaatiossa suoritettiin ensin termalisointi 10 K:std 300 K:iin, jon-
ka kokonaiskesto oli 751 ps. Tdmén jilkeen suoritettiin 10 ns NV7T-simulaatiota 300 K:ssi.
Tastd 10 ns simulaatiosta kerdttiin analysoitava data. Proteiinirakenteiden visualisoin-
tiin ja analysointiin kaytettiin VMD-ohjelmistoa, ja erilliset kuvaajat piirrettiin kiayttaen
Gnuplot-ohjelmaa.

Tulokset toivat mukanaan pari yllatysta. Ikdvina yllatyksend tuli tarkemman trajekto-
ridatan toimimattomuus kahdessa simulaatiossa, silld VMD ei pystynyt lukemaan tiedosto-
ja. Harvemmin vélein ja eri formaattiin tallennettu trajektoridata toimi kuitenkin ja tésta
rakennettiin trajektorin animaatio, jota pddstiin tutkimaan. Positiivisena asiana oli ha-
vaitut konformaatiomuutokset simulaatioissa “prot1” ja “prot3”. Vaikka muutokset ovatkin
hénnin padssi, en usko ettd vastaavia l0ytyy usein. Télldiset pienet konformaationmuu-
tokset kuulunevat proteiinin satunnaiseen kiytokseen, silli muutos tapahtui nimenomaan
siind hannéssa, mika oli sidottu rikki-rikki-sidoksella ja siten samanlainen kuin “prot2”:ssa.
Kuitenkaan “prot2”:ssa ei tapahtunut vastaavaa konformaationmuutosta.

Tynnyriméainen rakenne pysyi kaikissa simulaatioissa muuttumattomana, ja tynnyri-
rungon ulkopuoliset hinnét ja silmukat liikkuivat odotetusti eniten. Pitda kuitenkin muis-
taa, ettd vaikka tietokoneella lisdtyissd hinnissid kunkin aminohapon orientaatio valittiin
energeettisesti edullisimmaksi senhetkisessa tilanteessa, ei koko hdnndn potentiaaliener-
gia ollut mitenkddn kontrolloitu. Tdméa saattaa osaltaan selittdd hantien suurta liikettd
DigA16-simulaatioissa, mutta on my6s mahdollista, ettd hinnéat vain liikkkuvat enemmaén,
kun niilld ei ole mitdin vakaata sekundaarista rakennetta, joka tarjoaisi selkedn energian
minimiarvon, johon atomit voisivat jadda.

Proteiinin loppupuolella olevan a-heliksin suhteellisen suuri liike simulaatioissa “prot1”
ja “prot2” on hieman yllattavia, varsinkin, kun ilman rikki-rikki-sidosta ajetussa “prot1”-
simulaatiossa heliksi ei liitkkunut niin paljoa kuin “prot2”-simulaatiossa. On mahdollista,
ettd rikki-rikki-sidos toimi erdénlaisena tukipisteens, jonka vuoksi hdnnin loppupédan lii-
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ke pystyi kampeamaan heliksié eri asentoon. Kuitenkaan vierasmolekyylin kanssa tehdyssa
simulaatiossa tatd kampeamista ei havaittu, ja vierasmolekyyli nayttaa siis stabiloivan pro-
teiinia. Tdm& oli kylld odotettavissa, silld ei proteiini sitoisi vierasmolekyylid aktiivisesti,
ellei se olisi energeettisesti edullista.

Energia kiyttaytyi simulaatioissa odotetusti. Kokonaisenergia nousi hieman simulaation
aikana ja nousu selittyy ohjelman sisdiselld kumuloituvalla pyéristysvirheelldjohtuen &érel-
lisestd aika-askeleesta. Yleisesti voidaan sanoa, ettd simulaatiot olivat vakaita. DigA16-
proteiinin sisdinen energia laski, joka on merkki siitd, ettid proteiini siirtyi kohti energeet-
tisesti edullisempaa asentoa simulaation aikana. 1KT7-proteiinilla sisdinen energia nousi
hieman, mikd on yllattavaa silld trajektorin ja Ramachandran kaavion perusteella 1K'T7
oli vakaampi kuin DigA16. RMS-poikkeaman kuvaajasta nikee, miten merkittava rikki-
rikki-sidos DigA16:n loppupédin hinnéssi on. Ilman sidosta RMS-poikkeama kasvaa huo-
mattavan korkealle ja nousu on jatkuvaa. Sidoksen kanssa proteiinin konformaatio pysyy
huomattavasti lihempénéa alkuasentoa eiké vaeltele, kuten ilman sidosta. S-tynnyriin rajoi-
tetun RMS-poikkeaman kuvaaja paljasti, ettd suurin RMS-poikkeama DigA16-proteiinilla
on simulaatiossa “prot2”, sitten simulaatiossa “prot1” ja pienin simulaatiossa “prot3”. Ta-
méa nédyttad siltd, ettd S-tynnyri stabiloituu toisen rikki-rikki-sidoksen ollessa irti ja mikali
proteiini on absorboinut digoksigeniinimolekyylin. Mikéali digoksigeniinid ei ole ja rikki-
rikki-sidos on kiinni, S-tynnyri on hieman epadvakaampi. Kuitenkaan simulaatioissa ei ollut
DigA16:sta sellaista rakennetta, missd olisi ollut vierasmolekyyli ja molemmat rikki-rikki-
sidokset, olisivat olleet kiinni. Tamé&n vuoksi varmaa analyysida vierasmolekyylin ja rikki-
rikki-sidoksen vaikutuksista ei voi tehda.

Proteiinien onkaloiden sisdpinnat olivat odotetunlaisia. DigA16:lla oli paljon potentiaa-
lisia vetysidospaikkoja, joissa useissa atomit pysyivit lihes koko simulaation ajan vetysido-
setéisyydelld vierasmolekyylista tai onkaloon jaéneista vesimolekyyleista. 1IKT7:1la taas oli
fenyylirenkaita ja metyyliryhmid, mikd tdsmaa sidottujen vierasmolekyylien tyyppieihin:
digoksigeniinilli on monta hydroksyyliryhmé&a valmiina vetysidoksiin, kun taas retinolissa
on tasan yksi happiatomi. Vierasmolekyylit pysyivit molemmissa simulaatioissa (“prot3”
ja 1KT7) hyvin vakaina, eikidi mainittavia asennonmuutoksia tapahtunut.
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