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Abstrakt: Polypeptidy jsou zakladni soucasti biologickych systémt. Pokud ob-
sahuji aminokyseliny s kyselymi nebo zasaditymi postrannimi fetézci, mohou v
dtsledku disocia¢nich reakei v zavislosti na pH nést ndboj. Polypeptidy tak mohou
byt povazovany za slabé polyelektrolyty, a jejich pH-responzivni chovani, které je
dulezité z hlediska popisu jejich biologického fungovani i potencionalnich aplikaci,
miize byt studovano v tomto kontextu. Molekulové simulace specificky maji v
tomto ohledu dlouhou historii. V této praci je vytvoren zhrubeny pocéitacovy
model polypeptidu a je zkouméno, jak parametry modelu jako troven detailu
v ném nebo parametry systému jako délka fetézce a koncentrace soli ovliviuji
chovani polypeptidu. Cilem je ziskat vysledky ze simulaci, které by v budoucnu
mohli byt porovnany s experimentalnimi vysledky, aby slo urcit, zda je vytvoreny
model vhodny pro studium téchto systémiu i nadale.

Klicova slova: Polypeptid, slaby polyelektrolyt, poc¢itacova simulace, disociace,
modelovani

Abstract: Polypeptides are an essential part of biological systems. If they contain
amino acids with acidic or basic side chains, they can carry a charge due to
dissociation reactions depending on the pH. Polypeptides can thus be considered
weak polyelectrolytes, and their pH-responsive behavior, which is important in
terms of describing their biological functioning as well as potential applications,
can be studied in this context. Molecular simulations in particular have a long
history in this regard. In this work, a coarse-grained computer model of the
polypeptide is created and it is investigated how parameters of the model such
as the level of detail in it or system parameters such as chain length and salt
concentration affect the behavior of the polypeptide. The goal is to get results
from simulations that could later be compared with experimental results in order
to determine whether the created model is suitable for the study of these systems
in the future.

Keywords: Polypeptide, weak polyelectrolyte, computer simulation, dissociation,
modelling
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1 Motivace

Peptidy jsou biomolekuly tvorené aminokyselinami propojenymi peptidovou
vazbou. Konkrétné se tato prace zaméruje na polypeptidy, coz jsou specificky
peptidy tvorené deseti nebo vice aminokyselinami. V biologickych systémech
peptidy hraji dulezitou roli jako hormony, neurotransmitery nebo jako soucast
imunitnitho systému [1]. Proteiny, tvofené jednim nebo vice dlouhymi polypeptido-
vymi Tetézci, jsou pak zdkladni slozkou vSech zivych organismi, kde funguji jako
biokatalyzatory, strukturni prvky a maji mnoho dalsich funkei.

Naboj polypeptidi a jejich prostorova konformace jsou zasadnimi faktory
ovliviiujicimi jejich interakce s ostatnimi molekulami [2], coz je podstatné napft.
pro vyvoj lé¢iv [3], pricemz tyto dvé veli¢iny jsou vzdjemné provazané. N&boj
polypeptidu je pak obecné dan stupném ionizace aminokyselin, ze kterych se
sklada. Specificky jde primarné o ionizaci jejich postrannich fetézct a to u téch
aminokyselin, jejichz postranni fetézce obsahuji skupiny chovajici se jako slabé
kyseliny nebo zasady. Disociace slabych kyselin a zasad je fizena pH systému a
pro idedlni systém (bez mezimolekulovych interakei) ji 1ze jednoduse analyticky
popsat zndmou Hendersonovou-Hasselbalchovou rovnici (rov. a2.21).

V realnych systémech vSak existuji mezi naboji vzniklymi disociaci kyselin
a zasad dalekodosahové elektrostatické interakce. Tyto interakce nelze zanedbat
obzvlast pro naboje nachéazejici se na polypeptidovém fetézci v relativné malé
vzdalenosti od sebe. Vlivem téchto interakci dochézi k odchyleni od idedlniho
chovani a ke zvyseni nebo snizeni stupné ionizace aminokyselin v ramci regulace
naboje polypeptidu [4]. Teoreticky popis téchto jevi je asto omezen jen na systémy
se specifickou geometrii nebo je jeho presnost snizena zavedenim aproximaci pro
umoznéni vypoctiu. Ke studiu takovych systémi jsou pak vhodné molekulové
simulace, které stoji na pomezi mezi teorii a experimentem. V této praci jsou
pouzivany zhrubené (coarse-grained) simula¢ni modely. Tyto modely reprezentuji
realny systém v nizsim detailu nez atomistické modely, coz zvysuje vypocetni
uc¢innost simulaci. Otazkou je pak, do jaké miry dokéze i tento zjednoduseny
model spravné popsat realné chovani systému, respektive jak velké zjednoduseni
si mtuzeme dovolit.

Cilem této prace je vytvorit zhrubeny simula¢ni model polypeptidového fetézce
v roztoku, ktery by mohl slouzit k predpovidani zmény naboje polypeptidu a
jeho konformace v zavislosti na pH, véetné odchylek od ideality v dtsledku
elektrostatickych interakci. Konkrétné jsou v této praci modelovany kopolypeptid
aminokyselin glutamové kyseliny a tyrosinu a kopolypeptid lysinu a tyrosinu.
Duvodem pro zvoleni téchto dvou polypeptidii je moznost ziskani experimentalnich
dat studiem dostupnych realnych polypeptidovych vzorki s timto slozenim v
ramci vyzkumné skupiny. Tyrosin je fluorofor, coz umoznuje sledovani jeho stupné
ionizace pomoci spektroskopie [5]. Porovnani simula¢nich vysledku z této prace s,
v budoucnu ziskanymi, experimentalnimi vysledky by pak mohlo vést k validaci
modelu nebo byt podmétem k jeho dalSim tpravam.



2 Teoreticky Uvod

2.1 Acidobazické rovnovahy

Obecné zékonitosti ridici disociaci slabych kyselin a zasad jsou zadkladem pro
popis ionizace aminokyselin v molekule polypeptidu.

2.1.1 Kyseliny a zasady

Kyseliny a zasady jsou prikladem elektrolytii. Elektrolyty jsou chemické latky,
které ve vodném roztoku disociuji na ionty. Lze je rozdélit na silné a slabé podle
toho, jestli jsou v roztoku plné nebo jen ¢astecné disociovany.

Kyseliny a zasady lze definovat podle Brgntedovy-Lowryho teorie nasledovné.
Kyselina (HA) je chemické latka schopna odstépit proton a rovnice pro jeji disociaci
je pak

HA S H" + A~ (2.1)

Zasada (B) je naopak latkou, kterd je proton schopné pfijmout.
H"+ B <= BH* (2.2)
Molekuly vody jako takové také disociuji podle rovnice autoprotolyzy vody

H,O S H' + OH™ (2.3)

Disociac¢ni konstanta

Obecné je chemickd rovnovaha pro konkrétni systém definovana podminkou [6]
Z vipi = Y v+ il ) =0, (24)

kde v; je stechiometricky koeficient slozky 7, u; je chemicky potencial slozky i, ktery
Ize rozlozit na chemicky potencidl referencniho stavu (4<'), chemicky potenciél
idedIniho plynu (pi?) a chemicky potencial dany intermolekuldrnimi interakcemi v
systému (p®). Idedlni chemicky potencidl pro slozku v roztoku je pak definovan
jako [6]

— kTl (). (2.5)

kde ¢; je koncentrace slozky i a ¢/ je referenéni koncentrace (typicky 1 mol/dm?),
kg je Boltzmanova konstanta a T ke teplota. Pro popis systému odchylujicich se
od idedlniho chovani (u$* # 0) je zavedena aktivita (a) ve tvaru

C;
a = (). (26)

kde ~; je aktivitni koeficient, ktery mé pro idealni stav hodnotu 1. Chemicky
potencidl i-té slozky z rovnice (2.4) pak lze vyjadfit jako

pi = 17+ pThn(ag) = @ + kT () + ks Th(e). (27)
cre
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Pro popis chemické rovnovahy je pouzivana rovnovazna konstanta K definovana
jako

1
n(K) = ——=S vyt 2.8
() = o S v (2.9
S pouzitim rovnic a [2.4]ji 1ze vyjadrit ve tvaru [4]

K =]Ja" = ()7 T1(ves)™, (2.9)

kde v =3 v;.

7
Pro charakterizaci kyseliny nebo zasady je typicky pouzivana aciditni disociac¢ni
konstanta (K 4), coz je rovnovazna konstanta reakce resp. U kyselin i
zasad je K4 definovana pro reakci formulovanou ve sméru deprotonace

A+ A A — _ 'YH-F’)/A— CH+CA—

Ka(HA) = 2247 — (prefy=3 2.10
A( ) aHA (C ) THA CHA ( )
K4(B) = utds _ (Cref)—?’ww' (2.11)

agy+ TBH+ CBH*

Vzhledem k rozpéti c¢iselnych hodnot, které K4 riuznych kyselin a zasad nabyva,
je také pouzivan jeji zaporny dekadicky logaritmus oznacovany jako pK 4.

pKA = —loglo(KA) (212)

pH

Rovnovazny stav pro autoprotolyzu vody (reakce [2.3]) je popsan iontovym
souc¢inem vody
KW - (IH+CLOH—, (213)

ktery ma pti 25 °C hodnotu 107 (pKy, = 14). Mira kyselosti vodného roztoku
je popsana veli¢inou pH definovanou jako

pH = —log,(ay+). (2.14)

Konstanta bazicity

Jiny zptsob jak charakterizovat zasadu je konstanta bazicity Kpg. Je to rovno-
vazna konstanta pro reakci

B + H,O < BH' + OH™ (2.15)
ve tvaru a G
Kp = —Birot (2.16)
ap

Prevod mezi K a K4 je dan vztahem

Kjp=—.
A e

(2.17)

Déle v préci je pouzivana pouze konstanta K 4.
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Obrazek 2.1 Idedlni titracni kiivky (zavislosti stupné ionizace o na pH) podle vztahu

a pro kyselinu a zasadu s pK4 =7

2.1.2 Stupen ionizace kyselin a zasad

Elektrostatické interakce hraji podstatnou roli v chovani systému obsahujicich
ionty. Proto je vhodné zavést veli¢inu, kterd primo udava zlomek ¢astic nesoucich
naboj v systému obsahujicim slabé kyseliny a zasady. Stupen ionizace je pro
kyselinu definovan takto:

CaA—
ay=——— 2.18
4 Ca- + CHA ( )
a pro zasadu takto:
CBH+
agp = ———. 2.19
B CpH+ + CB ( )

Idealni titracni krivka
Pro systém bez intermolekularnich interakci, kde aktivitni koeficienty vsech
slozek jsou jednotkové, lze kombinaci vztaht pro «, pH a K4 (pK4) odvodit

Hendersonovu-Hasselbalchovu rovnici jako vztah mezi stupném ionizace slabé
kyseliny resp. zasady v zavislosti na pH systému.

pH — pK4 = log, (1 — ) (2.20)
1— ap
pH — pK 4 = log,, ( ) . (2.21)
aB

Protoze kyselina je nabita v disociovaném stavu, zatimco zésada je nabitd v
asociovaném stavu, ma Hendersonova-Hasselbalchova rovnice jiny tvar pro slabou
kyselinu nez pro slabou zasadu. Zavislost stupné ionizace na pH danou vyse
uvedenymi vztahy oznacujeme jako idedlni titrac¢ni kiivku (Obr. .



Vliv interakci

Vztah pro idealni titrac¢ni krivku je pro interagujici systém nutné upravit
zahrnutim ¢lenu A [4]

pH — pK 4 = logy, (&1) A, (2.22)
kde A méa obecny tvar
A= _ > vips®, (2.23)
kT In(10) S,

kde p°® pro HY iont je jiz zahrnuty v definici pH (2.14]). Odchyleni od ideélni
titrac¢ni kiivky pak lze ekvivalentné popsat jako efektivni zménu hodnoty v pK 4
kyseliny nebo pH systému [4]:

o
pH — pK4 — A =pH — pK 4 e = pHeg — PK 4 = logy, (11421) . (2.24)
A

Uprava pro idedlni titra¢ni k¥ivku slabé zésady je analogicks.

2.2 Polypeptidy

Struktura a vlastnosti polypeptidu jsou dany aminokyselinami, ze kterych je
slozen, takze je nejprve nutné uvést zdkladni popis aminokyselin jako takovych.
Chovani samotnych polypeptidt je pak dale v praci diskutovano v kontextu
znamych poznatki z polymernich véd a hlavné z oblasti vyzkumu polyelektrolyti,
které jsou zde strucné nastinény.

2.2.1 Aminokyseliny a peptidova vazba

Aminokyseliny jsou obecné organické slouceniny obsahujici zaroven amino-
vou skupinu (-NHj) a karboxylovou skupinu (-COOH). V piirodé jich existuje
mnoho se Sirokou skélou funkeci. Jako soucast proteint se ale typicky vyskytuje
pouze 20 konkrétnich aminokyselin, pricemz vSechny tyto aminokyseliny jsou
a-aminokyseliny, jejich aminova skupina je navazana na a-uhlik, tedy uhlik, na
ktery je zaroven navazana i skupina karboxylova. Kromé glycinu obsahuji tyto ami-
nokyseliny na a-uhliku centrum chirality, jehoz konfigurace ve Fisherové projekci
je pro prirodni aminokyseliny vzdy L [7].

Zbytek molekuly vychazejici z a-uhliku je pak typicky oznacovan jako postranni
fetézec. Specifické vlastnosti aminokyselin jsou dany jejich postrannimi retézci,
a proto je bézné délit aminokyseliny podle struktury a polarity postrannich
fetézct. Pro tuto praci je relevantni rozdéleni podle pK 4 postranniho fetézce
na aminokyseliny s neutralnim, kyselym nebo zasaditym postrannim fetézcem.
Co se tyce nami studovanych aminokyselin (zndzornénych na obr. , lysin ma
zasadity postranni fetézec, glutamova kyselina kysely a, ackoliv je tyrosin typicky
fazen mezi neutralni aminokyseliny, jeho hydroxylova skupina mtize pti dostatecné
vysokém pH disociovat jako kyselina [§].
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Glutamova kyselina (E)
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Tyrosin (Y)

Obrazek 2.2 Vlevo: Vzorec obecné a-aminokyseliny s postrannim retézcem oznace-
nym R, Vpravo: Aminokyseliny, z nichz jsou slozeny studované polypeptidy, s oznacenymi
kyselymi (¢ervend) nebo zdsaditymi (modra) skupinami na postrannich fetézcich
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Obrazek 2.3 Schéma peptidové vazby uvniti molekuly peptidu s vyznacenymi a-
uhliky (C,) a postrannimi fetézci oznac¢enymi jako R

Peptidova vazba

Aminokyseliny se spolu spojuji kondenzacni reakei mezi karboxylovou skupinou
na jedné molekule a aminovou skupinou na druhé molekule za vzniku amidu a
molekuly vody. Tato amidova vazba se v kontextu aminokyselin oznacuje jako
peptidova. Vznikly peptid ma na jednom konci molekuly volnou aminovou sku-
pinu — N-konec a na druhém volnou karboxylovou skupinu — C-konec. Struktura
peptidové vazby je zobrazena na obr. 2.3 Vazba C-N mé ¢astecny charakter
dvojné vazby kvili ¢astecnému sdileni elektronti z volného paru na amidovém
dusiku s karbonylovym uhlikem, takze atomy O, C, N a H existuji v jedné roviné
s minimalni rotaci kolem této vazby [7]. K rotaci muze volné dochazet kolem
vazeb C,-C a N-C,, coz dava polypeptidu jeho konformacni stupné volnosti. Pro
postranni Fetézce je pak v molekule typicky preferovana trans konformace [2].

Izoelektricky bod a naboj peptidu

Izoelektricky bod (pl) je obecné pH, pfi kterém je celkovy naboj molekuly
nulovy. Je to relevantni veli¢ina napriklad pro separaci peptidii a proteinti pomoci
elektroforézy [§]. Samotné aminokyseliny vSechny obsahuji alesponi jednu kyselou a
jednu zasaditou skupinu v podobé karboxylové a aminové skupiny, jejichz stupen
ionizace zavisi na pH podle rovnic a (v aproximaci bez interake{). P¥i
pH = pl v roztoku obé skupiny existuji prevazné v nabité formé, takze se jejich
naboje vzajemné kompenzuji. Peptidy kromé téchto skupin na C- a N-koncich
mohou obecné obsahovat mnoho ionizovatelnych skupin z postrannich fetézct
riznych aminokyselin, kde kazda z nich podléha vlastni ioniza¢ni rovnovaze.
Celkovy ndboj molekuly peptidu lze pak vyjadiit jako funkci pH nésledovné [9):

z(pH) = Z zin;o;(pH), (2.25)

kde z je celkovy naboj peptidu, z; je ndboj skupiny typu ¢ (pro postranni retézce
aminokyselin vzdy +1 e nebo -1 e) a «a; je prumérny stupen ionizace skupiny typu
i a n; je pocet skupin typu i. Pro obecny peptid je z(pH) nerostouci funkei, ktera
prochazi nulou pii pH = pl.



2.2.2 Gyracni polomér polypeptidu

Polymery véetné polypeptidit maji v porovnani s malymi molekulami mno-
hem vétsi mnozstvi moznych konformacnich stavi. To je primarné diky poctu
jednoduchych vazeb v makromolekule, kolem kterych mohou jeji segmenty rotovat.
V polymernich védach existuje vice veli¢in, které lze pouzit pro popis prostoro-
vych konformaci makromolekul. Nejjednodussi veli¢inou je vzdéalenost konct (}_%ee)
definovana jako

R = T'n — 70 (2.26)
kde 7y je polohovy vektor posledni monomerni jednotky (pro fetézec délky N)
a 7y je polohovy vektor prvni monomerni jednotky. Protoze molekula neustale
prechazi mezi moznymi konformacemi, jsou typicky pouzivany stiedni hodnoty
veli¢in (oznacené pomoci ( )). Specificky se u vzdalenosti konct pouziva stiedni
kvadratické vzddlenost koneti (R2) = (Re. - Ree) resp. odmocnina z ni (R2)Y/2 [2].
Protoze je vzdalenost koncti dana polohami pouze dvou monomernich jednotek, ma
relativné velky rozptyl, a zaroven je problém ji definovat pro rozvétvené polymery.

Pro charakterizaci konformace polypeptidu je v praci pouzita veli¢ina gyracni
ho interpretovat jako polomér duté koule se stejnym momentem setrvacnosti, jako
mé molekula. Pro homopolymer o délce N ho lze spocitat ndsledovné [10]:

(By)'/* = J ]1] D (s = Teom)?), (2.27)

VvV

2.2.3 Polypeptid jako polyelektrolyt

Polyelektrolyty jsou polymery, ve kterych velka ¢ast monomernich jednotek
obsahuje skupiny, které mohou nést naboj v dusledku disocia¢nich reakci — jsou
ionizovatelné. Polyelektrolyty obsahujici pouze zaporné nabité skupiny se oznacuji
jako polyanionty, zatimco ty obsahujici pouze kladné nabité skupiny jako poly-
kationty. Pokud obsahuji oba typy skupin, jsou to polyamfolyty. Analogicky s
nizkomolekuldrnimi elektrolyty (viz. 1ze polyelektrolyty rozdélit na silné a
slabé s tim, ze naboj slabého polyelektrolytu neni konstantni, ale zavisi na pH.
Volné ionty vzniklé disocia¢nimi reakcemi jsou oznacovany jako proti-ionty, pri-
¢emz roztok zaroven muze obsahovat kromé molekul polyelektrolytu a proti-ionta
i dalsi volné ionty vzniklé disociaci pridané nizkomolekularni soli. Polyelektrolyty
mohou byt umélé jako polyakrylova kyselina nebo prirodni jako DNA. Polypeptidy,
které obsahuji aminokyseliny s kyselymi nebo zasaditymi postrannimi retézci, lze
povazovat za slabé polyelektrolyty.

Vliv elektrostatickych interakci na chovani polyelektrolytu

Specifické chovani polyelektrolyti se v mnoha ohledech lisi jak od nenabitych
polymert, tak od nizkomolekuldrnich elektrolytu [11]. Nabité skupiny na polye-
lektrolytu interaguji mezi sebou a s okolnimi ionty skrz coulombicky potencial a
tyto elektrostatické interakce ovliviuji konformaci molekuly, kde polyelektrolyty
obecné zaujimaji v prostoru vice natazenou konformaci nez nenabité polymery



se vzdalenosti koncu Tetézce rostouci s jejich stupném ionizace |12]. Zaroven tyto
interakce méni disociacni rovnovahu ionizovatelnych skupin na slabém polyelek-
trolytu. Relevantni veli¢inou pro roztoky polyelektrolyta je Bjerrumova délka
lp

62

B AmekpT’

kde e je elementarni naboj a € je permitivita prostiedi. Pokud se dva elementarni
naboje nachazeji ve vzdalenosti [g jejich interakéni energie odpovida termalni
energii kgT. Kvalitativné lze tict, Ze pro vzdalenosti mensi nez g dominuji
elektrostatické interakce, zatimco pro vzdalenosti vétsi nez [g prevladaji termalni
fluktuace. Ve vodé o teploté 298 K ma (5 hodnotu 0,71 nm [2].

Proti-ionty v roztoku jsou ovlivnény dvéma protichiidnymi ptisobenimi: en-
tropické termalni fluktuace a pritazlivé elektrostatické interakce s retézcem po-
lyelektrolytu. Jednoducha teorie popisujici jejich chovani udava, ze pritazlivé
interakce prevladnou, kdyz efektivni vzdalenost naboji na retézci je mensi nez g
[2]. Proti-ionty pak kondenzuji na fetézci a dochézi k éastecnému potlaceni dalsiho
vlivu elektrostatickych interakci (napriklad na konformaci retézce) v dusledku
jejich odstinéni.

Clen A v rovnici , ktery obecné popisuje odchylky od idealni disociace
kyselin a zasad, lze pro neidealni chovani zptsobené elektrostatickymi interakcemi
v polyelektrolytu vyjadrit jako [4]

Ip (2.28)

_ (ed(r)
A = T TIn(10] (2.29)

kde (1 (7)) je stredni elektrostaticky potencidl v bodé daném polohovym vektorem
7. Neidealni disociaci kyselych a zasaditych skupin v polyelektrolytu lze tedy v
souladu s rovnici brat jako danou lokdlnimi hodnotami jejich pK 4 .¢ na a
v okoli polyelektrolytu, popt. ,lokdlnim pH* (spravnéji lokalni koncentraci Ht
iont1). Pri titraci slabého polyelektrolytu je velikost elektrostatického potencialu
(a tedy i hodnota pKa.x) zavisld na stupni ionizace skupin v polyelektrolytu,
ktery se v prubéhu titrace méni v zavislosti na pH. Zaroven, pokud neni valna
vétsina skupin na Tetézci ionizovana, elektrostaticky potencidl nemusi byt obecné
napri¢ celym fetézcem stejny. Titracni kiivka pak neni posunuta o konstantni
hodnotu, ale celkové deformovana [4].

Tento popis je zaloZzen na na tzv. mean-field aproximaci, uvazujici stredni
hodnotu potencialu bez jeho fluktuaci. Teoretické modely zalozené na mean-field
aproximaci (vyuzivajici Poissonovu-Boltzmanovu rovnici nebo sofistikovanéjsi
pristupy) dokazi popsat rozlozeni iontu kolem polyelektrolytu i jeho konformaci,
ale stale maji nedostatky jako napt. omezeni primarné na systémy s vyhodnou
symetrii, coz dava prostor molekulovym simulacim [4].
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3 Metodicka c¢ast

Realny systém, ktery ma byt reprezentovan a studovan v simulaci, se skldda
z polypeptidu o dané aminokyselinové sekvenci v roztoku pufru o konstantnim pH
a iontové sile. Poc¢itacovy model proto musi obsahovat reprezentaci aminokyselin
spojenych chemickou vazbou a nabitych ¢astic z pufru a pridané soli. Zaroven
musi spravné vystihovat acidobazické chovani polypeptidu s disocia¢nimi reakcemi
kyselych a zasaditych postrannich fetézcti aminokyselin, pti kterych dochézi ke
zmeéné jejich naboje a které jsou zavislé na okolnim pH. Pocitacovy model musi
byt zvolen s tak detailnim rozliSenim, aby vSechny vyse zminéné pozadavky
byly splnény a zaroven tak, aby vypocetni naro¢nost simulace byla dostate¢né
nizka pro ziskani pozadované¢ho mnozstvi nekorelovanych dat ve vyhrazeném case
s dostupnym hardwarem.

3.1 Model polypeptidu

Redlny chemicky systém sestavajici z elementarnich ¢astic je pro ucely simulace
potieba vice ¢i méné zjednodusit na vhodny model. Zvolena mira zjednoduseni se
odviji od dostupnych vypocetnich zdroji, konkrétni simulacni metody a charakteru
zkoumanych veli¢in. Pro simula¢ni metody zalozené na klasické mechanice pouzi-
vané v této praci jsou typické modely atomistické nebo zhrubené (coarse-grained).

V atomistickych simulacich jsou zédkladnim strukturnim prvkem atomy. Inter-
akéni potencialy mezi nimi jsou pak zalozeny na hodnotach ziskanych z kvantove-
chemickych vypoctl nebo na empirickych parametrech. Takto detailni model
poskytuje presné vysledky, ale vypocetni narocnost spojena s mnozstvim intera-
gujicich atomu vytvari omezeni na velikost systému.

Pro snizeni vypocetnich narok na tkor presnosti lze pouzit zhrubeny model. Ve
zhrubeném modelu jsou nékteré skupiny atomiu nebo celé molekuly aproximovany
jako jedna ¢dstice. Céstice ve zhrubeném modelu jsou typicky mékké koule, jejichz
efektivni velikost je dana odpudivymi nevazebnymi interakcemi.

Vzhledem k vypocetni naroc¢nosti simulovani vsech atomt rozpoustédla a
polypeptidového tetézce byl pro reprezentaci systému v simulaci zvolen zhrubeny
model s implicitnim rozpoustédlem.

3.1.1 Reprezentace aminokyseliny v pouzitém modelu

P1i pouziti zhrubeného modelu pro reprezentaci aminokyselin v polypeptidovém
fetézci je nutné zvolit, kolik ¢astic pripadne na jednu aminokyselinu. Pfi modelovani
studovaného systému byly zvoleny dva pristupy znézornéné na obr. [3.1], které jsou
v této praci oznacované jako one bead model a two bead model.

Nejjednodussi moznosti je pouzit pro celou aminokyselinu pouze jednu ¢astici —
one bead model. Polypeptid tvoreny N aminokyselinami se pak skldda z N castic
spojenych chemickou vazbou. Pripadny naboj ktery aminokyselina mtze nést v
disledku disocia¢nich reakei je umistén do stredu c¢éstice, ktera ji reprezentuje.

Konformacni vlastnosti polypeptidu (viz. lépe vystihuje two bead model
[13], kde je kazdd aminokyselina tvorena dvéma chemickou vazbou spojenymi
casticemi:
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one bead:

Jedna aminokyselina

two bead:

Obrazek 3.1 Ilustrace polypeptidového fetézce modelovaného pomoci one bead nebo
two bead modelu

1. neutralni centralni c¢astici, ktera je pro vSechny aminokyseliny stejnd a
reprezentuje tu ¢ast molekuly, kterd je spojena peptidovou vazbu s ostatnimi
aminokyselinami

2. &astici reprezentujici postranni fetézec aminokyseliny, kterd nese informaci
o acidobazickém chovani dané aminokyseliny a jeji pfipadny naboj.

Hodnoty pK 4 postrannich fetézcti aminokyselin byly prevzaty z prace Hasse
a Muldera . Karboxylova skupina a aminoskupina aminokyselin na C-konci a
N-konci polypeptidu nejsou vzhledem k délce studovanych polypeptidii v modelech
nijak reprezentovany.

3.1.2 Reprezentace ostatnich slozek systému v pouzitém
modelu

Kromé ¢éstic reprezentujicich aminokyseliny v polypeptidovém fetézci jsou do
simulace zahrnuty dalsi dva typy ¢astic — obecny monovalentni kation a anion,
které reprezentuji vSechny ionty z pridané soli i pufru.

Molekuly rozpoustédla nejsou v simulaci reprezentovany pomoci ¢astic, ale
pouze implicitné skrz relativni permitivitu prostredi.

3.1.3 Interakce v pouzitém modelu
Nevazebné interakce

Vsechny ¢astice spolu interaguji skrz Weeksiv—Chandleriv—Anderseniv (WCA)
potencial , coz je varianta Lennard-Jonesova (LJ) potencidlu obecné definova-

ného jako
o\ 1?2 o \°
ULJ = 4e (T) - (T’) (31)

kde r je vzdalenost Castic, € je interakéni energie minima a o je vzdalenost castic
s nulovou interakcni energii. V simulaci je nutné ptisobeni Lennard-Jonesova
potencialu omezit tak, ze za jistou konecnou vzdalenosti r.,; je potencial nulovy.
Aby potencidl zlistal spojity je vznikly skok kompenzovan posunutim potencialu o
konstantu c¢. Pro ziskani WCA potencialu je hodnota 7., zvolena jako 21/ o, coz
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odpovida vzdalenosti v minimu LJ potencialu, a posun ¢ jako €. Vysledny WCA
potencial ma pak ¢isté odpudivy charakter a je definovan takto [16]:

de [(Z)m — (;’:)6} +e pro0<r <2/

(3.2)
0 pro r > 264

Uwca =

Parametry WCA potencidlu byly zvoleny pro vsechny ¢astice v simulaci podle
prace Lunkada et al. [9] jako € = kgT, kde kp je Boltzmanova konstanta, T je
teplota simulovaného systému (25 °C) a ¢ = 0.35 nm

Vazebné interakce

Chemické vazby mezi ¢asticemi jsou v simulaci reprezentovany harmonickym

potencialem
1

Uy = 5k(r - ro)” (3.3)
kde 7y je rovnovazna délka vazby a k je tuhost vazby.

V one bead modelu byly parametry vSech vazeb mezi ¢asticemi reprezentujicimi
aminokyseliny zvoleny jako k = 400kgT nm~2 a r = 0,4 nm. V two bead modelu
existuje vice typu vazeb s ruznou délkou (centralni ¢éstice - postranni retézec
(rozdilné délky pro kazdou aminokyselinu), centralni ¢dstice - centralni ¢éstice),
jejichz hodnoty parametru r byly opét prevzaty z prace Lunkada et al. [9], ve
které byly ziskany s pomoci atomistickych simulaci.

Elektrostatické interakce

Nabité castice spolu navic interaguji skrz elektrostaticky potencial dany Cou-

lombovym zakonem
I qige
4mege, T

Ue =

(3.4)

kde r je vzdalenost mezi nabitymi casticemi, ¢; a g2 jsou naboje ¢astic, €y je per-
mitivita vakua a €, je relativni permitivita. Za ¢, je dosazena relativni permitivita
vody pii 25 °C (¢, = 78,5 [17]) pro simulovani vlivu rozpoustédla.

Vzhledem k tomu, Ze coulombické interakce maji nekoneény dosah a jejich
velikost klesd pouze s v~ !, by pouZiti obdobného p¥istupu jako u nevazebnych in-
terakci s useknutim potencialu pro r > r., vedlo k velké systematické chybé
v hodnoté potencidlu. V simulaci je pro jeho vycisleni pouzivin P3M (Par-
ticle-Particle-Particle-Mesh) algoritmus [16], ktery pfi vypoctu pouziva Ewaldovu
sumaci [1§].

3.2 Molekulové simulace

Pocitacové simulace propojuji experimentalni a teoretické pristupy, protoze
umoznuji provedeni experimentu se systémem, jehoz chovani je zcela urceno zvole-
nym teoretickym modelem. Simulace tak mtze slouzit k prozkouméni vlastnosti
daného modelu a, pokud je model dostatecné presny, i k rozsireni poznani o real-
ném sveté. Vyse popsany model nami studovaného systému, pouzity v simulacich,
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je zalozen na klasické mechanice a teoretickym zakladem pro takové simulace je
proto klasicka statistickda mechanika.

Stav systému N castic, ktery se chova podle zakont klasické mechaniky, lze
uplné popsat N trojrozmérnymi polohovymi vektory ¥ a N trojrozmérnymi vektory
hybnosti . Tato sada vektoru se oznacuje jako mikrostav ¢ = (71,...7'n, Py,-.-Pn)-
VsSechny takto definované mikrostavy, ve kterych se systém miize nachazet, pak
tvori 6 N-rozmérny fazovy prostor. Konfigura¢ni prostor je 3N-rozmérny prostor
tvofeny pouze moznymi polohovymi vektory [19].

Konkrétni makroskopicky stav (makrostav) systému popsany termodynamic-
kymi veli¢inami jako teplota (7"), objem (V') a pocet ¢astic (V) lze realizovat
obecné velkym mnozstvim mikrostavi vyskytujicich se s riznou pravdépodobnosti.
Termodynamicky soubor je podprostorem fazového prostoru a obsahuje v sobé
vSechny mikrostavy, zastoupené s frekvenci podle pravdépodobnosti jejich vyskytu,
které odpovidaji jednomu zvolenému makrostavu. Oznaceni a vlastnosti souboru se
odviji od veli¢in, které ho definuji. Napriklad mikrokanonicky soubor je definovan
konstantnim poétem ¢astic, objemem a energii [N, V', E], makrokanonicky soubor
je definovéan konstantnim poctem ¢astic, objemem a teplotou [N, V| T1.

Vzhledem k mnozstvi dostupnych mikrostavi, mezi kterymi systém neustale
prechézi, muzeme pti méfeni veliciny X (1), jejiz hodnota zavisi na konkrétnim mi-
krostavu, ziskat pouze prameér z jejich okamzitych hodnot. Pro systém v rovnovaze
fluktuuji okamzité hodnoty X (1)) kolem jeji souborové stredni hodnoty

(X) = [ X(w)r(w)ay (35)

kde 7(v) je hustota pravdépodobnosti nalezeni systému v mikrostavu 1, jejiz
hodnota zavisi na tom, jaky termodynamicky soubor odpovida podminkam méreni
a () je cela podoblast fazového prostoru prislusici tomuto souboru.

V molekulovych simulacich vzorkujeme fazovy nebo konfiguracni prostor pro
dany systém, omezeny na vybrany soubor. Vzorkovani znamend generovani odpo-
vidajicich mikrostavi zptisobem danym konkrétni simula¢ni metodou. Pro kazdy
mikrostav 1ze spocitat hodnotu sledované velic¢iny X (v) a jeji stfedni hodnotu
(13.5) pak mizeme odhadnout pomoci primeéru

3 X(w)

Xy~ X = -

(3.6)

kde n je pocet vygenerovanych vzorki.

3.2.1 Molekulova dynamika

P1i simulaci zalozené na molekulové dynamice je vzorkovana jedna trajektorie
(posloupnost bodu ve fazovém prostoru), kterou systém projde za urcity cas.
Casovy vivoj systému z jednoho bodu trajektorie do nasledujiciho je zaloZen na
reseni Newtonovych pohybovych rovnic

dr(t)
% = 4(¢) (3.7)
di(t) _ F(7(t))
dt — m (38)
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kde 7 je poloha Castice, t je ¢as, ¥/ je rychlost castice, F je celkova sila plisobici na
castici a m je hmotnost ¢astice. Obecny postup prii realizaci MD simulace je

1. Zvoleni poc¢éatecnich pozic a rychlosti, obecné ndhodné.

2. Vypocet sil ptisobicich na ¢astice jako

F(r) = - 2000

or(t)

kde U(7) je celkovy potencial, ve kterém se ¢astice nachazi, dany interakénimi
potencialy pouzitymi v modelu

(3.9)

3. Urceni novych pozic a rychlosti ¢astic v ¢ase ¢ + dt integraci rovnic [3.7 a
0.8

4. Kroky 2 a 3 jsou opakovany po dobu trvani simulace.

Integrace pohybovych rovnic

Newtonovy pohybové rovnice je v praxi nutné integrovat numericky metodou
kone¢nych diferenci. Popularni metodou, ktera je zaroven casové reverzibilni, a
tudiz zachovava celkovou energii, je Verletova metoda[19).

Konkrétni algoritmus pouzity v nasich simulacich je Velocity Verlet [16] sesté-
vajici se z nasledujicich kroki

1. vypocet rychlosti v poloviné integrac¢niho kroku

F(7(t))

F(t + dt/2) = 9(t) + dt/2 (3.10)

2. urceni nové pozice
7(t+dt) = 7(t) + v(t + dt/2)dt (3.11)

3. vypocet sil ptsobicich na ¢astici nachazejici se na nové pozici podle rovnice
0.9

4. vypocet nové rychlosti

. F(R(t 7”: dt))

Tt + dt) = Tt + dt/2) dt /2. (3.12)

Termostat

Vyse uvedeny postup umoznuje provadét simulace systému s konstantni energii.
Pro simulovani systému za konstantni teploty je nutné modifikovat pohybové
rovnice pridanim termostatu. V nasich simulacich byl pouzit termostat zalozeny na
Langevinové rovnici [20]. Sily spocitané podle rovnice [3.9|jsou upraveny nasledovné
[16]

F(t) = F(F(t)) — v0(t) + \/2yksTn(t), (3.13)
kde F (7,t) je vyslednd sila pouzita pti integraci pohybovych rovnic, 7 je koeficient
reprezentujici tfeni v kapaliné - jeji viskozitu, U je rychlost ¢astice, kg je Boltzma-
nova konstanta, 7" je zvolend konstantni teplota a n je ndhodna sila reprezentujici
srazky c¢astice s molekulami rozpoustédla o teploté 7.
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3.2.2 Monte Carlo

V Monte Carlo simulacich je vzorkovan konfigurac¢ni prostor pomoci generatoru
nahodnych ¢isel. V tom nejjednodussim provedeni jsou vsechny konfigurace gene-
rovany se stejnou pravdépodobnosti, bez ohledu na celkovou potencialni energii
systému. Pti simulaci N ¢astic v krychli o objemu V' by kazda konfigurace byla
vygenerovana jako 3N nahodnych souradnic z rovnomérného rozdéleni na intervalu
(0, vV ). Pro kazdou konfiguraci by pak bylo mozné spocitat hodnotu sledované
veli¢iny, kterd je funkeci souradnic castic.

Typicky je ale cilem simulace odhadnout stiedni hodnotu veli¢iny v konkrétnim
souboru (3.9)), kde nékteré konfigurace mohou byt pravdépodobnéjsi nez jiné.
Naptiklad v kanonickém [N, V, T'] souboru je pravdépodobnost vyskytu konfigurace
1 s energil F; imérna Boltzmanovu faktoru

Pli) ~exp (—725 ) (3.14)

Spravny odhad stfedni hodnoty v kanonickém souboru by bylo mozné ziskat z
vazeného prumeéru, kde je hodnota velic¢iny v kazdé konfiguraci vazena prislusnym
Boltzmanovym faktorem. Pokud jsou vsak konfigurace stile generovany rovno-
meérné, je velkd cast vypocetniho ¢asu vyuzita na konfigurace, které k souborové
stfedni hodnoté prispivaji jen minimalné (hodnota jejich Boltzmanova faktoru je
zanedbatelnd), a ke spravnému vysledku by simulace konvergovala velmi pomalu.

Mnohem efektivnéjsim piistupem je preferenéni vzorkovani (importance sam-
pling), kde pravdépodobnost vygenerovani konfigurace piimo odpovidé jejimu
Boltzmanovu faktoru. Zakladnim algoritmem pro preferencéni vzorkovani v kano-
nickém souboru je Metropolisova metoda [21].

Metropolisova metoda

P1i pouziti této metody je nutné zacit se systémem v néjaké pocatecni kon-
figuraci. Kazd4a dalsi konfigurace je pak odvozena od té predchozi. Postup pri
generovani nové konfigurace je nasledujici

1. z predchozi konfigurace s potencidlni energii U, je vygenerovana zkusebni
konfigurace ndhodnym pohybem ¢astice (nebo ¢astic)

2. je urcena potencialni energie zkusebni konfigurace U,

3. zkusSebni konfigurace je prijata jako nova pocatecéni konfigurace s pravdépo-
dobnosti AL
P =min |1 e 3.15
min l , eXP ( kBT>‘| , (3.15)
kde AU = U,;, — U,

Pravdépodobnost prijeti je tedy 1 pokud je U, < U, nebo exp(—(U,i, —
U,)/ksT) pokud je U, > U,. PTi nepfijeti je jako nova konfigurace pouzita
ta predchozi

Opakovanim téchto krokt lze ziskat posloupnost konfiguraci odpovidajicich
kanonickému souboru.
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Chemické reakce pomoci MC

Pro simulaci systému s chemickymi reakcemi nelze pouzit kanonicky soubor,
protoze pocet ¢astic neni v dusledku reakei konstantni. Existuje nékolik soubort,
které reprezentuji rizné varianty chemickych systémt s reakcemi. Vzhledem k tomu,
ze je cilem reprezentovat disociacni reakce postrannich retézcti aminokyselin v
roztoku pufru o konstantnim pH, byl pro nase simulace zvolen Constant-pH soubor
[22], ktery je zaloZeny na modifikaci Metropolisovy Monte Carlo metody.

Pti realizaci reakéniho kroku v Constant-pH souboru je nejprve zvolen smér
reakce. VSechny reakce jsou definovany ve sméru deprotonace a pravdépodobnost
zvoleni dopredné resp. zpétné reakce odpovida celkovému poc¢tu protonovanych
resp. deprotonovanych skupin.

Norot
Py ied = P 3.16
pred N, prot + N, deprot ( )
Nde rot
P, = P =1 — Pied, 3.17
pet Nprot + Ndeprot pred ( )

kde Pypieq je pravdépodobnost zvoleni dopfedné reakce, P, je pravdépodobnost
zvoleni zpétné reakce, Ny je poCet protonovanych skupin a Ngeprot je pocet
deprotonovanych skupin.

Pri zvoleni doptedné reakce je nahodné vybrana ¢astice reprezentujici protono-
vanou aminokyselinu (nebo jeji postranni fetézec v two bead modelu) nahrazena
korespondujici deprotonovanou verzi a na ndhodné misto je vlozen obecny kation
pro zachovani elektroneutrality. U zpétné reakce je naopak deprotonovana verze
nahrazena tou protonovanou a ndhodny kation je odstranén. Takto vygenerovana
zkusebni konfigurace je pak prijata s pravdépodobnosti

AU
P =min |1,exp | ———= + {(pH — pK4)In(10) | |, (3.18)
kgT
kde & je rozsah reakce (£ = +1 pro doprednou reakci a £ = —1 pro zpétnou reakei).

V Constant-pH souboru vstupuje pH systému do simulace pouze implicitné
jako parametr v rovnici [3.18] Tonty HT a OH™ a k nim korespondujici proti-ionty,
které by byly pfitomny v nezanedbatelném mnozZstvi pfi nizkych (< 3) a vysokych
(> 11) hodnotéch pH nejsou v simulaci nijak reprezentovany. To ma za nasledek, ze
pri téchto hodnotach pH se iontova sila v simulaci mtze vyrazné lisi od iontové sily
v realném roztoku [23]. Tento nedostatek je kompenzovan zavedenim dostatecné
vysoké konstantni koncentrace pridané soli [4].

3.2.3 Simulacéni box

I pres vsechna zjednoduseni pouzita pri modelovani systému je pocet castic,
které je mozné simulovat, o mnoho radu nizsi nez pocet ¢astic v redlném roztoku.
Zlomek castic, které se nachazi na povrchu systému je tak mnohem vétsi v simulaci,
nez jaky by byl v experimentu [21]. Efektivné by tak byla simulovana pouze mala
kapka, jejiz vlastnosti se mohou vyrazné lisit od makroskopického roztoku. Aby
bylo mozné aproximovat realny sytém bez velkého navyseni vypocetnich naroki,
jsou zavedeny periodické okrajové podminky.
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Simulace jsou provadény v kubickém simula¢nim boxu, ktery je obklopeny
nekone¢nym poctem svych kopii. Pocitacem jsou sledovany pouze c¢astice z pri-
marniho boxu a jejich periodické kopie vystupuji jen v interakcich s ¢asticemi
v primarnim boxu. Disledkem periodickych okrajovych podminek je, ze pokud
castice opusti box skrz néjakou sténu, objevi se na jeho opacné strané.

3.2.4 Jednotky v simulaci

Simulace vyuziva interni systém redukovanych jednotek. Jako redukovand
délka byl zvolen parametr WCA potencidlu ¢ = 0.35 nm (efektivni velikost coarse-
grained ¢éstice). Jako jednotka energie byla pouzita termélni energie kgT' pfi
teploté 25 °C, takze 1 redukovand energie = 4,116 - 1072! J. Jako jednotka naboje
byla pouzita velikost elementdrnfho naboje 1,602 - 1071 C. VSechny ¢éstice maji
jednotkovou hmotnost.

3.2.5 Sbér a zpracovani dat

Vystupem simulace je ¢asova fada hodnot sledovanych veli¢in (vzorki) zapiso-
vanych v jejim prabéhu a popiipadé i pfimo zaznamenané konfigurace systému.
Tato data je nutné déle statisticky zpracovat.

Ekvilibrace

Pocéatecni stav systému miize byt zvolen v principu libovolné, takze neni
zarucené, ze bude lezet blizko rovnovahy. Ekvilibrace je pak ta ¢ast simulace,
kde se systém vyviji smérem k rovnovaze a pozorované veliciny maji viditelny
trend misto toho, aby fluktuovaly kolem souborové stredni hodnoty. Protoze cilem
simulace je ziskat informace o rovnovazném stavu systému, je nutné ekvilibraci
pred dalsim zpracovanim dat odstranit.

Statisticka analyza korelovanych dat

Odhadem souborové stfedni hodnoty pro veli¢inu X z nasbiranych dat je podle
rovnice aritmeticky primeér X . Pro charakterizaci presnosti vysledku je pouzita
standardni chyba priméru definovana jako

0% = (X = (X))*). (3.19)

Standardni chybu priméru lze pro nekorelovana data odhadnout pomoci vzorce
¢
Ox = _N,

kde N je pocet vzorki a oy, je vybérova smérodatna odchylka

(3.20)

S s
ox, = J N1 ;(X,» - X)2. (3.21)

Pro odhad standardni chyby priméru ze simulace ovSem nelze primo pouzit
rovnici protoze data ziskana ze simulace jsou korelovana. Obé pouzité
simula¢ni metody (molekulovd dynamika i Monte Carlo podle Metropolisovy
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metody) generuji nasledujici konfiguraci systému vzdy na zakladé té predchozi,
takze nasbirana data nejsou nezavisla.

Jednou z moznosti jak ziskat standardni chybu priuméru pro korelovana data je
pouzit blokovou analyzu [24]. Data jsou rozdélena do b bloku s k vzorky (N = kb)
a pro kazdy blok je spoéitan blokovy primér X,. S Blokovymi priiméry je pak
nakladano jako s nezavislymi vzorky a jejich vybérovou smérodatnou odchylku
0%, lze spocitat podle rovnice m s dosazenim b za N a X;; za X;. Standardni

Chyba prumeéru je pak
o'i
=\ Xb (3.22)
eff

kde Neg = b(0%, /0% ) je efektivni pocet nekorelovanych vzorki. Zéroveri lze jako
miru korelaci odha(inout autokorelacni cas, coz je doba, po které vymizi vliv
ptredchozi konfigurace na tu aktudlni [19].

N

= At
! 2Neff’

(3.23)

kde At je ¢as, ktery v simulaci uplyne mezi zapsanim dvou hodnot.

Cely tento postup je zalozeny na predpokladu, ze blokové prameéry nejsou
korelované. Analyzu povazujeme za platnou, pokud na jeden blok vychazi alespon
5 efektivnich vzorkl. Pro analyzu nasich simulaci byl pouzit pocet bloku b = 16,
takze vyse uvedenou podminku lze vyjadrit jako

Neg > 80. (3.24)

3.3 Simulované systémy

V nasich simulacich byly studovany systémy obsahujici vzdy jeden ze dvou
konkrétnich typt polypeptidovych retézct:

1. polypeptid oznacovany EEEY, ktery je tvofen opakujicimi se podjednotkami
slozenymi ze 3 glutamatovych rezidui (E) a jednoho tyrosinového rezidua
(Y). Glutamatova rezidua maji kysely charakter s pK4 = 4,4 pro postranni
fetézec aminokyseliny. Tyrosinova rezidua maji také kysely charakter s
pK 4 = 9,6 pro postranni fetézec aminokyseliny.

2. polypeptid oznacovany KKKY, ktery je tvoren opakujicimi se podjednot-
kami sloZzenymi ze 3 lysinovych rezidui (K) a jednoho tyrosinového rezidua
(Y). Na rozdil od predchozi sekvence maji lysinova rezidua zésadity charak-
ter s postrannim tetézcem s pK 4 = 10,4, takze tento typ polypeptidu je
polyamfolyt s kyselymi i zasaditymi skupinami.

Oba tyto typy polypeptidii byly modelovany s pouzitim one bead i two bead
modelu pro aminokyseliny (viz [3.1.1)). Zaroven byly simulovany dvé rizné délky
fetézce: 24 aminokyselin (N = 24) a 48 aminokyselin (N = 48), tedy polypeptidy
slozené ze 6 nebo 12 opakujicich se podjednotek: (EEEY)g, (EEEY)12, (KKKY)g
a (KKKY)12

Byly provadény simulace izolovaného tetézce, takze do simulacniho boxu byl
vzdy umistén pouze jeden polypeptidovy Tfetézec, a ve vSech simulacich byl objem
simula¢niho boxu nastaven tak, aby koncentrace polypeptidu byla 1 g/I.
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Vétsina simulaci byla provedena s koncentraci pridané soli s = 32 mM
(odpovidajici pétindsobku koncentrace ionizovatelnych skupin v polypeptidu)
zajisténou pridanim odpovidajictho mnozstvi ¢astic reprezentujicich monovalentni
kationty a anionty (viz [3.1.2)). Tato koncentrace soli slouzi jako reprezentace
iont nachazejicich se v redlném roztoku a zaroven zajistuje dostatecné vysokou
iontovou silu pro pouziti Constant-pH souboru na nami studovaném rozsahu
hodnot pH, ktery je 2-13. Simulace polypeptidii s délkou N = 24 byly také
provedeny s fyziologickou koncentraci soli (Cs = 154 mM).

Zakladnimi parametry vsech simulaci je tedy pouzity model (one bead nebo
two bead), délka fetézce (N = 24 nebo N = 48) a koncentrace ptridané soli
(Cs = 32 mM nebo Cs = 154 mM).

3.4 Simulacni protokol

Simulace vyse popsanych systémi je inicializovana umisténim polypeptidového
fetézce v natazené konformaci do stfedu simulac¢niho boxu a ndhodnym rozmis-
ténym iontl soli okolo. Pro odstranéni potencidlnich prekryvi mezi ¢asticemi
jsou pozice ¢astic upraveny pomoci 100 iteraci steepest descent algoritmu [16]
(minimalizujictho energii systému) ve tvaru

Fig1 =7 + min(vF, Finax), (3.25)

kde 7; je pozice ¢astice v kroku ¢, 71 je pozice ¢astice v kroku i+ 1, 7 je konstanta
s hodnotou 0,1, F, je sila ptisobici na ¢astici dana rovnici (bez elektrostatickych
interakci) a 7pax je maximalni posunuti povolené v jednom kroku nastavené jako
0,1 v redukované délce.

Hlavni simula¢ni smycka pak sestava ze dvou stridajicich se fazi:

1. simulace za konstantniho slozeni pomoci molekulové dynamiky ((3.2.1))

2. série reakénich krokt v Constant-pH souboru ([3.2.2)) pti konstantni prosto-
rové konformaci

. Po kazdé iteraci simula¢ni smycky jsou zaznamenany stupné ionizace pritomnych
aminokyselin, gyracni polomér polypeptidu a celkovy naboj polypeptidu. Celkovy
pocet iteraci (a zaroven nasbiranych vzorku sledovanych veli¢in, zpracovanych viz.
ve vsech simulacich je 12 500.

Integraéni krok dt v molekulové dynamice ma hodnotu 0,01 v simula¢nich
casovych jednotkach. Délka jedné simulace je 50 000 casovych jednotek pro
polypeptidy s N = 24 a 500 000 ¢asovych jednotek pro polypeptidy s N = 48. Pri
vyse zminéném poctu iteraci pak pripada na jednu iteraci simula¢ni smycky 400
integracnich kroki molekulové dynamiky pro N = 24 a 4 000 pro N = 48. Pocet
reakcénich krokii v jedné iteraci je vzdy dvojnésobek poctu ionizovatelnych skupin
v polypeptidu (48 pro N = 24 a 96 pro N = 48).

VsSechny simulace byly realizovdny v simulacnim softwaru ESPResSo |16]
s knihovnou pyMBE |[25] vyuzivanou pfi modelovani systému.
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4 Vysledky a diskuze

Zakladnimi vystupy ze simulaci jsou titra¢ni krivky polypeptidu (zavislost
naboje polypeptidu na pH), titracni kiivky jednotlivych aminokyselin vazanych v
polypeptidech (zavislost prumérného stupné ionizace aminokyselin daného typu na
pH) a zavislost gyra¢niho poloméru polypeptidu na pH. V ramci téchto vysledku
jsou nejprve separatné diskutovany oba studované polypeptidy, jak se jejich
titrac¢ni krivky odchyluji od téch idedlnich, jak je ovlivnén jejich gyracni polomeér
pritomnosti naboj na Tetézci a v ¢em se ve svém chovani od sebe polypeptidy lisi
vzhledem k tomu, Ze jsou slozené z jinych aminokyselin a polypeptid EEEY je
polykyselina, zatimco polypeptid KKKY je polyamfolyt.

Tyto jevy jsou demonstrovany na vysledcich ze simulaci s parametry: two
bead model polypeptidu, délka Fetézce 24 aminokyselin (N = 24) a koncentrace
soli Cs = 32 mM. Tyto vysledky jsou dédle porovnany s vysledky ze simulaci, ve
kterych je vzdy jeden z téchto parametrti zménén. Takto je mozné pozorovat vliv na
chovani polypeptidi v simulaci, pokud jsou modelovany pomoci one bead modelu
namisto two bead modelu, pokud je jejich délka zvétSena na 48 aminokyselin a
pokud je koncentrace pridané soli v roztoku zvysena na Cs = 154 mM.

Simulac¢ni snapshoty ze vSech vyse zminénych variant simulovanych systémi
jsou vyobrazeny na obr. pro polypeptid EEEY a na obr. pro polypeptid
KKKY a je na nich zaroven ilustrovano jak se méni stupen ionizace a konformace
polypeptida pti ruznych pH.
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Obrazek 4.1 Snapshoty vytvorené pomoci VMD ze simulaci polypeptidu EEEY
prfi ruznych pH s parametry: a) two bead model, N = 24, Cs = 32 mM b) one bead
model, N = 24, Cs; = 32 mM c) two bead model, N = 48, Cs = 32 mM d) two bead
model, N = 24, C; = 154 mM; jednopismennd zkratka aminokyseliny + pismeno H
znac¢i protonovanou variantu aminokyseliny, samotné zkratku znac¢i deprotonovanou
aminokyselinu, CC je neutralni centralni ¢astice (viz. , Na a Cl jsou kladné (Na)
a zaporné (Cl) ionty soli a proti-ionty (¢astice polypeptidu jsou pro ucely vizualizace
zvétseny)
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Obrazek 4.2 Snapshoty vytvorené pomoci VMD ze simulaci polypeptidu KKKY
prfi ruznych pH s parametry: a) two bead model, N = 24, Cs = 32 mM b) one bead
model, N = 24, Cs = 32 mM c) two bead model, N = 48, Cy = 32 mM d) two bead
model, N = 24, C; = 154 mM; jednopismennd zkratka aminokyseliny + pismeno H
znac¢i protonovanou variantu aminokyseliny, samotné zkratku znac¢i deprotonovanou
aminokyselinu, CC je neutralni centralni ¢éstice (viz. , Na a Cl jsou kladné (Na) a
zaporné (Cl) nabité ionty soli a proti-ionty (¢astice polypeptidu jsou pro ucely vizualizace
zvétseny)
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4.1 Polypeptid EEEY

Idedalni ktivka spocitana podle Hendersonovy—-Hasselbalchovy rovnice pro
polypeptid EEEY na grafu ma dvé viny, coz odpovida tomu, ze je polypeptid
tvoren dvéma aminokyselinami, jejichz postranni retézce maji vzdalené hodnoty
pK4 (PKA(E) = 4,4; pKa(Y) = 9,6). Kazd4a vlna pak odpovida ionizaci jedné
aminokyseliny. Izoelektricky bod polypeptidu lezi daleko v kyselé oblasti pH,
protoze neobsahuje zadné zasadité skupiny.

Na vysledcich ze simulaci (také v grafu je vidét odchyleni od idedlni
titra¢ni ktivky smérem vpravo, tedy pro konkrétni hodnotu pH nese simulovany
polypeptid vzdy nizsi absolutni ndboj nez v idedlnim pripadé. To je v souladu
s ocekdvanym snizenim ionizace postrannich retézcti aminokyselin v dusledku
energeticky nevyhodné elektrostatické repulze. Idealni titrac¢ni kfivka a simulac¢ni
data jsou totozna pro silné kyselé pH, kde je pH prilis nizké pro ionizaci obou
aminokyselin, pro silné zasadité pH, kde uz jsou obé aminokyseliny plné ionizované,
a pro oblast okolo pH = 7,5, kde je glutamét jiz plné ionizovan, ale tyrosin se
jesté ionizovat nezacal.

7 grafu(4.3|je patrné, ze odchylka od ideality v oblasti ionizace glutamatu neni
konstantni, ale roste s pH — simulovana titracni kiivka je deformovana. Zatimco
v oblasti ionizace tyrosinu je odchylka od ideality v pribéhu titrace konstantni
a titra¢ni kiivka je pouze posunutd. Tento jev lze dobfe pozorovat na grafu [4.4]
kde jsou vidét samostatné titracni krivky obou aminokyselin uvniti polypeptidu.
Toto pozorovani lze vysvétlit na zdkladé geometrie molekuly polypeptidu. V
polypeptidové sekvenci se vzdy nachazi tfi glutaméatova rezidua vedle sebe. I kdyz
na pocatku titrace se mohou ionizovat glutaméaty, které jsou daleko od sebe, a
tudiz se ovliviiuji pouze minimalné a odchylka od ideality je malé, s rostoucim
pH (a tedy i poctem ionizovanych glutaméti) se dalsi glutamaty, které se maji
ionizovat, uz nachazeji v prostredi, kde jejich sousedé nesou naboj. A kazdy dalsi
ionizovany glutamat tento efekt zvysuje, takze odchylka od ideality roste s pH.
Tyrosinova rezidua jsou v polypeptidu vzdy na obou stranach obklopena tremi
glutamatovymi rezidui. Ionizace jednoho tyrosinu nema pak prakticky zadny vliv
na ostatni tyrosiny. Protoze k ionizaci tyrosinu dochazi az v oblasti titracni krivky,
kde je glutamat plné ionizovan, tyrosiny se efektivné ionizuji v neménném prostiedi
zaporné nabitych glutamati, coz vede ke konstanti odchylce od idedlniho chovani.

Na grafu je vidét zavislost gyracniho poloméru polypeptidu EEEY na pH.
Minimum gyra¢niho poloméru se nachazi v silné kyselé oblasti pH, coz odpovida
polypeptidu, ktery je prakticky nenabity. Gyrac¢ni polomér pak roste s pH ve
dvou vlndch, které odpovidaji vlndm na titracni kiivce polypeptidu (graf [4.3)).
Polypeptid tedy zaujima vice rozbalenou konformaci s tim jak roste jeho naboj, coz
lze jednoduse vysvétlit repulzivnimi elektrostatickymi interakcemi mezi nabitymi
aminokyselinami. Nartst v prvni viné je vétsi nez pti druhé viné, protoze pri
ionizaci vSech glutamati v molekule, ktera této viné koresponduje, se zvétsi naboj
polypeptidu vice nez pri ionizaci tyrosint, kterych je v molekule méné.
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EEEY, N = 24, 2 bead model
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Obrazek 4.3 Z&vislost celkového naboje molekuly (z) na pH pro polypeptid slo-
zeny z opakujicich se podjednotek obsahujicich glutamét a tyrosin (sekvence podjed-
notky: EEEY), o délce 24 aminokyselin, modelovany two bead modelem; porovnani
vysledki ze simulace s ndbojem molekuly podle idedlni titra¢ni krivky podle Henderso-
novy—Hasselbalchovy rovnice

25



EEEY, N = 24, 2 bead model
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Obrazek 4.4  Zavislost stupné ionizace (a) aminokyselin glutamétu (nahote) a
tyrosinu (dole) tvoricich polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci
EEEY, o délce 24 aminokyselin, modelovany two bead modelem; porovnani vysledki ze
simulace s idedlni titrac¢ni kfivkou podle Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice
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EEEY, N = 24, 2 bead model

1.8 Simulace TIVCN |
1.7
g
=,
1.6
1.5
P 4 6 8 10 12

pH

Obrazek 4.5 Zavislost gyracniho poloméru (Ry) v nm na pH pro polypeptid slozeny
z opakujicich se podjednotek obsahujicich glutamat a tyrosin (sekvence podjednotky:
EEEY), o délce 24 aminokyselin, modelovany two bead modelem
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4.2 Polypeptid KKKY

Graf ukazuje idealni a simulované titracni krivky polypeptidu KKKY.
Titrac¢ni kiivky jsou na rozdil od polypeptidu EEEY tvofené pouze jednou vl-
nou. Postranni fetézce lysinu a tyrosinu maji pK4 s podobnymi hodnotami
(pKa(K) =10,4; pKa(Y) = 9,6), které obé lezi v zasadité oblasti pH. Polypeptid
obsahuje kyselé i zasadité skupiny, takze vlna na titrac¢ni krivce prochéazi nulou, a
jeho izoelektricky bod lezi okolo pH = 10,75. Stejné jako u polypeptidu EEEY
je absolutni naboj polypeptidu KKKY vzdy stejny nebo mensi nez podle idealni
titracni krivky, coz uz ale nelze vysvétlit prostym snizenim ionizace skupin na
polypeptidu v disledku elektrostatické repulze. Protoze nékteré tyto skupiny
mohou nést kladny naboj a nékteré mohou nést zaporny naboj, mizou se naboje
na polypeptidu vzajemné kompenzovat.

Z grafu [4.7], ktery ukazuje individuélni titra¢ni krivky aminokyselin z poly-
peptidu, je patrné, ze v polypeptidu KKKY elektrostatické interakce zptusobuji v
ruznych oblastech pH jak snizeni tak i zvyseni ionizace aminokyselin. V oblasti
pH < pl je ionizace lysinu snizena. Sekvence polypeptidu ma stejnou strukturu
jako u polypeptidu EEEY, takze je vidét podobny efekt, kde je odchylka od
idedlniho chovani jedné aminokyseliny zavisla na pH a druhd nikoliv. V dtsledku
repulze mezi nabitymi lysiny, které se nachéazeji dost blizko sebe, aby se mohli
navzajem ovlivnit, je ionizace lysini snizena. Odchylkou od ideality se pak zvétsuje
s rostoucim stupném ionizace lysinu. V pripadé lysinu ovsem tato odchylka s
pH klesé, zatimco u glutaméatu rostla. To je dano tim, ze lysin ma na rozdil od
glutamatu zasadity postranni fetézec a také tim, ze s rostoucim pH stoupa stupen
ionizace tyrosinu, jehoz zaporny naboj kompenzuje kladny naboj lysinu.

Ionizace tyrosinu je systematicky vyssi nez v idedlnim pripadé a jeho simulovana
titracni kiivka je prakticky nedeformovana. Toto lze vysvétlit tim, Ze tyrosin
se ionizuje v prostiedi dominovaném kladné nabitymi lysiny, které stabilizuje
zaporny naboj na ionizovaném tyrosinu. Diky stejnym pritazlivym elektrostatickym
interakcim je v oblasti pH > pl naopak mirné zvysena ionizace lysinu. Tyrosin
je v této oblasti plné ionizovan ale tyrosint je v polypeptidu relativné méné,
takze tento opacny efekt neni tak silny. V obou pripadech zvySend ionizace jedné
aminokyseliny ¢asteéné kompenzuje naboje vzniklé ionizaci té druhé a celkové
snizuje naboj polypeptidu.

V grafuld.§|je ukazana zavislost gyracniho polomeéru polypeptidu KKKY na pH.
Gyrac¢ni polomér opét obecné roste s celkovym absolutnim nabojem polypeptidu. V
izoelektrickém bodé méa gyracni polomér polypeptidu minimum, protoze molekula
ma efektivné nulovy naboj.
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Obrazek 4.6  Zavislost celkového ndboje molekuly (z) na pH pro polypeptid slozeny z
opakujicich se podjednotek obsahujicich lysin a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY),
o délce 24 aminokyselin, modelovany two bead modelem; porovnani vysledku ze simulace

s nabojem molekuly podle idealni titrac¢ni kiivky podle Hendersonovy—Hasselbalchovy
rovnice
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KKKY, N = 24, 2 bead model
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Obrazek 4.7 Zavislost stupné ionizace () aminokyselin lysinu (nahote) a tyrosinu
(dole) tvoricich polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci KKKY, o
délce 24 aminokyselin, modelovany two bead modelem; porovnani vysledki ze simulace
s idedlni titrac¢ni krivkou podle Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice
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Obrazek 4.8  Zavislost gyracniho poloméru (R4) v nm na pH pro polypeptid slozeny z
opakujicich se podjednotek obsahujicich lysin a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY),
o délce 24 aminokyselin, modelovany two bead modelem
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4.3 VlIiv zvoleného modelu

V grafech a jsou porovnany titracni kiivky polypeptidu EEEY a
individualnich aminokyselin v ném z ptedchozich sekci, kde byl pouzit two bead
model, se simulacemi, kde byl pouzit one bead model. Kvalitativné oba modely
ukazuji podobné chovani, ale na obou grafech je vidét, ze odchyleni od idealniho
chovani je pro one bead model vétsi nez pro two bead model. Celkovy absolutni
naboj polypeptidu (graf je pro one bead model nizsi, protoze aminokyseliny
jsou méné ionizované (graf [4.10)).

Stejna srovnani mezi modely pro zavislosti naboje polypeptidu a stupné ionizace
aminokyselin na pH jsou pro polypeptid KKKY ukézina v grafech a[1.12]
Kvantitativné ma opét polypeptid modelovany one bead modelem nizsi celkovy
absolutni naboj a z grafu je patrné, ze jak snizeni ionizace lysinu v dusledku
repulze, tak zvysSeni ionizace tyrosinu a lysinu v dusledku pritazlivych interakci
je vyraznéjsi u one bead modelu. Obecné tedy one bead model predpovida vice
extrémni chovani polypeptidu oproti two bead modelu.

Tento rozdil mezi one bead a two bead modelem je zptisoben jejich rozdilnou
geometrii, ktera ma vliv na schopnost polypeptidu rozlozit naboj v prostoru. Two
bead model dava polypeptidu vice konformacnich stupnia volnosti, takze postranni
fetézce aminokyselin mohou volné prejit do trans konformace a vyrazné tak zvétsit
vzdéalenost mezi sousednimi naboji oproti fixni vazebné délce mezi ¢asticemi ve
one bead modelu (viz. obr. 3.1). V trans konformaci je vzdélenost sousednich
postrannich fetézcti jen o malo mensi nez vzdalenost mezi postrannimi retézci
ob jednu aminokyseliny (s druhym nejblizsim sousedem). Vétsi vzdalenosti mezi
naboji snizuji silu odpudivych i pritazlivych elektrostatickych interakci a disociace
aminokyselin je tedy pro two bead model méné odchylena od ideality.

Pouziti téchto dvou modelu vychazi z praci [9] a [13], kde jsou timto zpusobem
modelovany oligopeptidy a parametry téchto zhubenych modelt jsou zalozeny na
pozorovanych vzdalenostech atomt v atomistickych simulacich. Protoze two bead
model je svou geometrii blize realnym polypeptidim, je zvoleni vazebnych délek
pro tento model relativné primocaré a v této praci bylo postupovano stejné jako v
puvodnich publikacich. Zvoleni smysluplnych parametrii, které néjakym zpiisobem
odrazeji fyzikalni realitu polypeptidu, je pro one bead model vice problematické.
Ve vyse zminénych publikacich byla vazebna délka mezi ¢asticemi v modelu zvolena
jako vzdalenost ionizovatelnych skupin na sousednich postrannich retézcich v trans
konformaci, coz ale bez fixace vazebnych 1hli vede ke zvétseni vzdalenosti mezi
postrannimi Fetézci vice vzdalenych aminokyselin (druhy nejblizsi soused) oproti
polypeptidu v trans konformaci. Tento one bead model ma pak naopak celkove
vétsi vzdalenosti mezi ndboji nez two bead model. V této praci byla na druhou
stranu jako vazebna délka ve one bead modelu zvolena prakticky stejna vazebna
délka jako mezi centralnimi ¢asticemi v two bead modelu, takze titra¢ni krivky
pro one bead model Ize interpretovat jako nalezici polypeptidiim, jejichz postranni
fetézce jsou efektivné zafixované v cis konformaci.

Na grafech a jsou porovnany zavislosti gyra¢niho poloméru na pH
mezi one bead two bead modely pro oba polypeptidy. Obecné maji polypep-
tidy modelované one bead modelem mensi gyracni polomér. Nasim puvodnim
predpokladem bylo, Ze diky lepsi schopnosti rozlozit naboj bude mit two bead
model celkové mensi gyracni polomér, ale z porovnani hodnot gyra¢niho poloméru
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Obrézek 4.9 Zavislost celkového nédboje molekuly (z) na pH pro polypeptid sloZeny
z opakujicich se podjednotek obsahujicich glutaméat a tyrosin (sekvence podjednotky:
EEEY), o délce 24 aminokyselin; porovnani vysledku ze simulaci polypeptidi modelova-
nych one bead a two bead modelem s ndbojem molekuly podle idedlni titra¢ni k¥ivky
podle Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice

z oblasti pH, kde jsou polypeptidy nenabité, je vidét, Ze pritomnost dalsich c¢astic
reprezentujicich postranni retézce v two bead modelu sama o sobé zptisobuje, zZe
ma takto modelovany polypeptid vétsi gyracni polomér nez v pripadé one bead
modelu. Na druhou stranu je z obou grafii patrné, ze relativni zvétseni gyrac¢niho
poloméru mezi nenabitym a nabitym stavem polypeptidu je vyznamnéjsi pro one
bead model, coz je v souladu s piivodni hypotézou, ze lepsi schopnost rozlozit
naboj umozni polypeptidu zaujmout sbalenéjsi konformaci.
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Obréazek 4.10 Zavislost stupné ionizace () aminokyselin glutamatu (nahote) a tyro-

sinu (dole) tvoricich polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci EEEY,

o délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkt ze simulaci polypeptidi modelovanych one

bead a two bead modelem s ideélni titracni kiivkou podle Hendersonovy—Hasselbalchovy

rovnice
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Obrazek 4.11  Zavislost celkového ndboje molekuly (z) na pH pro polypeptid sloZeny
z opakujicich se podjednotek obsahujicich lysin a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY),
0 délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkt ze simulaci polypeptidi modelovanych
one bead a two bead modelem s ndbojem molekuly podle idedlni titrac¢ni krivky podle
Hendersonovy—-Hasselbalchovy rovnice
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Zavislost stupné ionizace («) aminokyselin lysinu (nahote) a tyrosinu

Obrazek 4.12

(dole) tvoricich polypeptid sloZeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci KKKY, o
bead a two bead modelem s ideélni titracni kiivkou podle Hendersonovy—Hasselbalchovy

délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkt ze simulaci polypeptidd modelovanych one

rovnice
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Obrazek 4.13  Zavislost gyra¢niho poloméru (R,) v nm na pH pro polypeptid slozeny
z opakujicich se podjednotek obsahujicich glutaméat a tyrosin (sekvence podjednotky:
EEEY), o délce 24 aminokyselin; porovnani vysledku ze simulaci polypeptidi modelova-
nych one bead a two bead modelem
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Obrazek 4.14  Zavislost gyracniho poloméru (R,) v nm na pH pro polypeptid slozeny
z opakujicich se podjednotek obsahujicich lysin a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY),
0 délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkl ze simulaci polypeptidi modelovanych one
bead a two bead modelem
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EEEY, 2 bead model
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Obréazek 4.15 Zavislost celkového naboje molekuly (z) déleného absolutni hodnotou
maxima (|2maz|) na pH pro polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek obsahujicich
glutamét a tyrosin (sekvence podjednotky: EEEY), modelovany two bead modelem;
porovnani vysledkii ze simulaci polypeptidi o délce 24 a 48 aminokyselin s ndbojem
molekuly podle idedlni titra¢ni kiivky podle Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice

4.4 Vliv délky retézce

Dalsim zkoumanym parametrem byla délka polypeptidového fetézce. Na gra-
fech a jsou titracn{ kiivky polypeptidu a aminokyselin v ném porovnané
pro polypeptidy EEEY dlouhé 24 a 48 aminokyselin. Pro polypeptidy KKKY
jsou stejnym zpusobem porovnény titracni k¥ivky v grafech a[4.18 Titracni
krivky polypeptidl jsou normalizované jejich maximélnim absolutnim nédbojem,
aby bylo mozné provést porovnani. Ze vsech ¢tyr graft vyplyva, ze rozdily v
ionizac¢nim chovani aminokyselin zpiisobené délkou polypeptidu, jsou velmi malé.
Obecné vykazuji delsi polypeptidové fetézce (N = 48) ve vsech smérech o néco
veétsi odchylku od idedlniho chovani oproti kratsim fetézcim. toto pozorovani je
konzistentni s predchozimi studiemi vlivu délky slabych polyelektrolyti na jejich
stupen ionizace [27], kde zvySujici se délka vedla k vétsim odchylkam od ideality
az po limit N = 50, po kterém uz délka tretézce prestala mit vliv.

7 grafu a zobrazujicich rozdily v zévislosti relativniho gyracniho
polomeéru (R, /R, max) na pH pro polypeptidy EEEY a KKKY o riznych délkach
je patrné, ze v oblastech pH, kde jsou polypeptidy silné nabité, jsou pozorované
hodnoty relativniho gyra¢niho poloméru pro rizné dlouhé polypeptidy ve shodé.
Kdyz vsak naboj polypeptidu klesne, nabyvaji delsi fetézce relativné vice sbalenou
konformaci (v porovnani s jejich maximalnim natazenim) oproti kratsim fetézctim.
Moznym vysvétlenim by mohlo byt, zZe malé mnozstvi naboji, které polypeptidy
v téchto oblastech pH nesou, se mtuze v delSich Tetézcich rozmistit vyhodnéji a
zpusobit tak pozorovanou nizsi hodnotu relativniho gyra¢niho poloméru. Uplné
objasnéni jevu vsak v pribéhu prace ziskano nebylo.
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EEEY, 2 bead model
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Obréazek 4.16  Zavislost stupné ionizace («) aminokyselin glutamétu (nahore) a
tyrosinu (dole) tvoticich polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci
EEEY, modelovany two bead modelem; porovnani vysledkua ze simulaci polypeptidi o
délce 24 a 48 aminokyselin s idedlni titracni k¥ivkou podle Hendersonovy—Hasselbalchovy
rovnice
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KKKY, 2 bead model
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Obréazek 4.17 Zavislost celkového naboje molekuly (z) déleného absolutni hodnotou
maxima (|zmaz|) na pH pro polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek obsahuji-
cich lysin a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY'), modelovany two bead modelem;
porovnani vysledku ze simulaci polypeptidi o délce 24 a 48 aminokyselin s ndbojem
molekuly podle idedlni titrac¢ni krivky podle Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice
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KKKY, 2 bead model
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Obrazek 4.18  Zavislost stupné ionizace («) aminokyselin lysinu (nahofe) a tyrosinu
(dole) tvoricich polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci KKKY,
modelovany two bead modelem; porovnani vysledkii ze simulaci polypeptidi o délce 24
a 48 aminokyselin s idealni titracni kiivkou podle Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice
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EEEY, 2 bead model
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Obrazek 4.19  Zavislost gyra¢niho poloméru (R,) déleného hodnotou maxima
(Rg,maz) na pH pro polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek obsahujicich
glutamét a tyrosin (sekvence podjednotky: EEEY), modelovany two bead modelem;
porovnani vysledkii ze simulaci polypeptidi o délce 24 a 48 aminokyselin
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Obrazek 4.20 Zavislost gyrac¢niho poloméru (R4) déleného hodnotou maxima
(Rg,maz) na pH pro polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek obsahujicich lysin
a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY), modelovany two bead modelem; porovnani
vysledku ze simulaci polypeptidi o délce 24 a 48 aminokyselin
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4.5 Vliv koncentrace pridané soli

Poslednim studovanym parametrem byla koncentrace soli v roztoku. Na gra-
fech a jsou titracéni kiivky polypeptidu EEEY a jeho individudlnich
aminokyselin v roztocich s koncentraci soli 32 mM a 154 mM (fyziologicky roztok).
Na grafech a jsou pak stejné titracni kiivky pro polypeptid KKKY.
Obecné lze Tict, ze vyssi koncentrace soli vede k posunu titracnich krivek blize k
idedlnim titracnim kfivkam, coz odpovidd diivéjsim studiim [4]. Oba polypeptidy
maji vyssi celkovy absolutni naboj v roztoku s vyssi koncentraci soli a ionizace
aminokyselin je blize Hendersonové—Hasselbalchové rovnici. Ionty ze soli, které
maji opacny naboj nez polypeptid, stini naboje na Tetézci, takze tyto naboje
se pak ovliviiuji méné silné. Efekt je ponékud slabsi pro polypeptid KKKY (v
oblasti pH < pl), coz lze vysvétlit tim, Ze zdporné ionty ze soli nemohou tak
efektivné stinit kladné nabité lysiny, protoze na Tetézci jsou zaroven pritomny
zaporné nabité tyrosiny. U polypeptidu EEEY je v oblasti pH 3-4 (tedy v oblasti s
nizkym stupném ionizace polypeptidu) pozorovatelna naopak odchylka od idealni
titra¢ni krivky smérem k vétSimu stupni ionizace, ktera je zptisobena stabilizaci
vyssi ionizace glutamatu pritazlivymi interakcemi s kladné nabitymi ionty soli.

Na grafech a jsou zobrazeny zavislosti gyrac¢niho poloméru polypep-
tidi EEEY a KKKY na pH opét v roztocich s riznou koncentraci soli. V oblastech
pH, kde nesou polypeptidy nizky naboj, panuje mezi pozorovanymi hodnotami
gyracniho poloméru relativni shoda. Pro oblasti s vice nabitymi polypeptidy ale
zvysSené stinéni od iontt pridané soli zpusobuje ¢asteény kolaps fetézce. Poly-
peptidové tetézce v roztoku s Cs = 154 mM tedy maji mensi gyrac¢ni polomér
i presto, Ze jsou obecné vice nabité nez polypeptidy v roztoku s Cs = 32 mM.
Elektrostatické stinéni iont ze soli prekond vyssi ndboj polypeptidu a umozni
mu existovat ve vice sbaleni konformaci.
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Obréazek 4.21  Zavislost celkového naboje molekuly (z) na pH pro polypeptid slo-
zeny z opakujicich se podjednotek obsahujicich glutamét a tyrosin (sekvence podjed-
notky: EEEY), o délce 24 aminokyselin; porovnéni vysledku ze simulaci polypeptidi s
Cs = 32 mM a C; = 154 mM s ndbojem molekuly podle idedlni titrac¢ni kiivky podle
Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice
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EEEY, N = 24, 2 bead model
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Obrazek 4.22  Zavislost stupné ionizace (o) aminokyselin glutamétu (nahote) a tyro-
sinu (dole) tvoricich polypeptid sloZzeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci EEEY,
0 délce 24 aminokyselin; porovnani vysledki ze simulaci polypeptidu s Cs = 32 mM a
Cs = 154 mM s idedlni titrac¢ni kiivkou podle Hendersonovy—Hasselbalchovy rovnice
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KKKY, N = 24, 2 bead model
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Obrazek 4.23  Zavislost celkového nédboje molekuly (z) na pH pro polypeptid sloZeny
z opakujicich se podjednotek obsahujicich lysin a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY),
o délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkl ze simulaci polypeptidi modelovanych s
Cs = 32 mM a C; = 154 mM s ndbojem molekuly podle idedlni titrac¢ni kiivky podle
Hendersonovy—-Hasselbalchovy rovnice
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KKKY, N = 24, 2 bead model
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Obréazek 4.24  Zavislost stupné ionizace () aminokyselin lysinu (nahote) a ty-
rosinu (dole) tvoficich polypeptid slozeny z opakujicich se podjednotek o sekvenci
KKKY, o délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkt ze simulaci polypeptidi mode-
lovanych s Cs = 32 mM a Cs = 154 mM s idedlni titracni kiivkou podle Henderso-
novy—Hasselbalchovy rovnice
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EEEY, N = 24, 2 bead model
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Obrazek 4.25 Zavislost gyracniho poloméru (R,) v nm na pH pro polypeptid
slozeny z opakujicich se podjednotek obsahujicich glutaméat a tyrosin (sekvence podjed-
notky: EEEY), o délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkii ze simulaci polypeptidu s
Cs = 32mM a (s =154 mM
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Obrazek 4.26  Zavislost gyra¢niho poloméru (R,) v nm na pH pro polypeptid slozeny
z opakujicich se podjednotek obsahujicich lysin a tyrosin (sekvence podjednotky: KKKY),
o délce 24 aminokyselin; porovnani vysledkl ze simulaci polypeptidi modelovanych s
Cs = 32mM a Cy = 154 mM
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5 Zavér a vyhled do budoucna

Simulace polypeptidi modelovanych v této praci podaly vysledky, které se
alespon kvalitativné shoduji s obecnymi poznatky o slabych polyelektrolytech. Elek-
trostatické interakce mezi naboji aminokyselin v polypeptidech vytvari odchylky
od idedlni disociace kyselin a zasad popsané Hendersonovou-Hasselbalchovou
rovnici. Zaroven zavislost konformace polypeptidu na pH kopiruje jeho celkovy
naboj a pri jeho zvétseni se polypeptid vice rozbali.

Rozdily v chovani dvou studovanych polypeptidovych sekvenci (oznacovanych
EEEY a KKKY) lze do velké miry vysvétlit tim, ze polypeptid EEEY je ¢ista
polykyselina, zatimco polypeptid KKKY je polyamfolyt, ktery muze nést kladné i
zaporné naboje. V polypeptidu KKKY pak hraji roli jak odpudivé tak pritazlivé
elektrostatické interakce. Sekvence polypeptidu také hraje roli v tom, jak budou
vypadat titrac¢ni kiivky jednotlivych typt aminokyselin. Zda bude titrac¢ni krivka
aminokyseliny pouze posunuta nebo i deformovana je dano typem ionizovatelnych
skupin v jejim okoli.

Polypeptidy byly modelovany pomoci dvou zhrubenych modelit — one bead
modelu a two bead modelu. Ackoliv one bead model sestava z méné ¢astic, a tudiz
klade mensi vypocetni naroky, konformacni stupné volnosti, které poskytuje two
bead model, maji zdsadni vliv na rozmisténi naboje v molekule polypeptidu. To
pak celkové vede ke zméné stupné ionizace polypeptidu, takze predikce podané
témito modely se shoduji pouze kvalitativné ale ne kvantitativné.

Simulace polypeptida (primarné vyuzivajici two bead model) pak byly schopné
reprodukovat vysledky z literatury popisujici vliv délky fetézce slabého polyelekt-
rolytu na jeho stupen ionizace [27] — delsi fetézce (stéle kratsi nez 50 aminokyselin)
vykazovaly malé zvétseni v jejich odchylce od idedlniho chovani oproti kratsim — a
vliv elektrostatického stinéni od iontt soli na stupen ionizace polyelektrolytu [4],
kde zvysend koncentrace pridané soli v simula¢nim boxu vedla k posunu titra¢nich
kiivek blize k idedlnimu chovani.

Jednim z nedostatki pouzitého simula¢niho protokolu bylo umistovani poly-
peptidového Tetézce do simula¢niho boxu na zédkladé generatoru ndhodnych cisel.
V nékterych pripadech zptsobilo nevhodné umisténi s velkym mnozstvim prekryvii
mezi casticemi pad simulace. V dalsich simulacich by bylo vhodné zacinat vzdy
ze stejného predem pripraveného stabilniho stavu systému. Hlavnim cilem do
budoucna je pak porovnani vysledkl ze simulaci s experimentalnimi daty. To by
mohlo ukazat, zda je pouzity model polypeptidu vhodny pro dalsi vyuziti.
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