
Abstract

Apartfrombiologicalfunctions,peptidesareofuttermostimportanceasmodels
forunfolded,denaturedordisorderedstateoftheproteins.Similarly,miniproteins
suchasTrp-cagehaveproventheirroleassimplemodelsofbothexperimentaland
theoreticalstudiesofproteinfolding.Moleculardynamicsandcomputersimulations
canprovideanuniqueinsightonprocessesatatomiclevel.However,simulations
ofpeptidesandminiproteinsfacetwocardinalproblems—inaccuracyofforcefields
andinadequateconformationsampling.Bothprincipalissuesweretackledinthis
theses.

Firstly,thedifferencesinseveralforcefieldforpeptidesandproteinswerequestioned.
Wedemonstratedtheinabilityoftheusedforcefieldstopredictconsistentlyintrinsic
conformationalpreferencesofindividualaminoacidsintheformofdipeptidesand
thesourceofthediscrepancieswastraced.

Inordertoshedlightonthenatureofconformationalensemblesundervarious
denaturingconditions,westudiedhost–guestAAXAApeptides.Thesimulations
revealedthatthermalandchemicaldenaturationbyureaproducesqualitatively
differentensemblesandshiftpropensitiesofindividualaminoacidstoparticular
conformers.

Theproblemofinsufficientconformationsamplingwasdealtbyintroducinggyration-
andinertia-tensorbasedcollectivecoordinatestometadynamics.Wevalidatedthis
newlyimplementedsize-andshape-descriptorsinsimulationsofalaninepeptides
andTrp-cageminiprotein.Suchfacilitateddynamicsledtoreproduciblefoldingof
miniproteinandextensiveconformationalsamplingofflexiblepolyalanines.

Anovelminiproteinweredesignedbyideaofretrotransformationofproteinse-
quence.TheresultingretroTrp-cagemoleculedoesnotfoldinwaterbutthestruc-
tureemergesuponadditionofacosolvent—2,2,2-trifluoroethanol(TFE)intobuffer.
However,thisbehaviorwasnotobservedinsimulationsandthereforetheforcefield
modelofTFEwerequestioned.

WefurtherdevelopedanovelmodelofTFEbasedongeneralizedamberforcefield
byexhaustiveoptimizationofforcefieldparameters.Theresultingmodelrepro-
ducesexcellentlytheliquidstatepropertiesofpureTFEandbehavesrealistically
inTFE/watermixturesasweinvestigatedbymeansofKirkwood–Bufftheoryof
solutions.
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Abstrakt

Peptidy, kromě své biologické funkce, představují také důležité modely nesbalených,
denaturovaných nebo nestrukturovaných proteinů. Pobobně důležitými modely pro
experimentální i teoretické studium sbalování proteinů jsou miniproteiny, jako např.
Trp-cage. Chování peptidů i proteinů lze studovat v počítačových simulacích pomocí
metod molekulární dynamiky, které umožnují sledovat děje v atomistickém rozlišení.
Tyto metody však čelí však dvěma zásadním problémům – přesnosti používaných
energetických funkcí a nedostatečnému vzorkování konformačních stavů. V této
disertaci jsem se zabýval oběma okruhy problémů.

Vliv rozdílných, běžně používných energetických funkcí („force fields”) byl testován
na modelu aminokyselinových dipeptidů. Žádná sada parametrů však nedokázala
konzistentně reprodukovat konformační preference jednotlivých aminokyselin. Výs-
ledky simulací byly mezi sebou srovnány a byly hledány příčiny jejich vzájemných
odlišností.

Abychom odhalili, jakým způsobem různé podmínky ovlivňují konformační stavy
peptidů, zkoumali jsme vlastnosti aminokyselin v AAXAA peptidech. Simulace
odhalily zásadní rozdíl ve vlivu tepelné a chemické denaturace (močovinou) na
charakter a zastoupení konformací peptidů, stejně jako konformačních preferencí
jednotlivých aminokyselin.

K problematice vzorkování konformačního prostoru jsem přispěl zavedením kolek-
tivních souřadnic pro metadynamiku odvozených z gyračního tenzoru a tenzoru setr-
vačnosti. Efektivita těchto kolektivních souřadnic popisujích velikost a tvar molekul
byla testována v simulacích alaninových polypeptidů a Trp-cage miniproteinu. V
těchto simulacích bylo úspěšně dosaženo reprodukovatelého nalezení nativní konfor-
mace miniproteinu a podstatného zlepšení ve vzorkování konformačního prostoru
flexibilních polyalaninových peptidů.

Zcela nový miniprotein byl vytvořen obrácením sekvence Trp-cage. Tento umělý
konstrukt však narozdíl od Trp-cage nevytváří stabilní třídimenzionální strukturu v
bežných pufrech, ale strukturuje se až po přidání 2,2,2-trifluorethanolu (TFE). Sta-
bilita a další vlastnosti molekuly retro Trp-cage byly studovány v MD simulacích, ale
nepodařilo se nalézt strukturu indukující efekt TFE. Proto se stalo TFE předmětem
našeho dalšího zájmu.

Nové parametry pro TFE, založené na předchozím modelu, byly optimalizovány,
aby lépe a kvalitněji popsali vlastnosti nejen samotného TFE, ale i jeho vodných
roztoků. Tento nový model realističtěji zachycuje chování směsných roztoků v rámci
Kirkwoodovy-Buffovy teorie.
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1Introduction

Disorderhasbeenrecognizedasavitalpropertyofmanybiologicallyactiveproteins.
Proteinslackingwellformedtertiarystructureswasfoundinallkingdomsoflife.
However,proteinsofeukaryotesareestimatedtocontainmoredisorderedregions
(10-45%)thantheprokaryotes.Thehighcontentofdisordercorrelateshighlywith
regulatoryandsignalingfunctions,especiallyforproteinsinvolvedintranscription
andtranslation.Ontheotherhand,disorderisrarelyexhibitedbyenzymes.

1,2

Disorderaswellasastructureiscodedinprimaryproteinsequenceandcanbepre-
dicted.

3
Theamino-acidcompositionofunstructuredproteins/regionshastypical

features—depletioninorder-promoting(Ile,Leu,Val,Tyr,Trp,Phe,CysandAsn)
andenrichmentindisorder-promoting(Ala,Arg,Gly,Gln,Ser,Glu,LysandPro)
aminoacids.Suchsequencespossessstatisticallylowerhydrophobicityandhigher
chargedensityduetotheabundanceofchargedresidues.Itisgenerallyaccepted
thatdisorderedproteins/regionsdonotmanifestfunnel-likeenergylandscapeas
structuredproteinsbutpopulatearangeofisoenergeticconformers.

4

Thefoldedproteinsexistincontinuousequilibriumwithitsunfoldedstatethat
isusuallystronglybiasedtowardthefoldedoneunderphysiologicalconditions.
However,theequilibriumcanbeshiftedbychangeofthermodynamicconditions
asforexamplebytemperatureandpressure.Theequilibriumbetweenfoldedand
unfoldedstatecanbealsoinfluencedbychemicalcompositionoftheenvironment.
Thechemicalcompoundsinsolution(cosolvents)thatdestabilizethefoldedstateare
calleddenaturantsandthosewiththeoppositeeffectareprotectingosmolytes.

5

Ureaandguanidiniumhydrochloridebelongtothemostcommonlyuseddenatu-
rants.TheearlystudiesbyTanfordsuggestedthatproteinsinhighmolarsolution
ofguanidiniumexpandtheirhydrodynamicradiitothevaluesexpectedforrandom
coils.

6
Theseresulthavebeenoftenmisinterpretedandgeneralizedforanykindof

denaturation.Inthefact,laterstudyprovedthatthebehaviorofrandomcoilscan
beachievedonlyexceptionallyandthedenaturedmoleculesstaymuchmorecom-
pactwithsignificantresidualstructure.

7
Thesecondarystructureelementscanbe

stillpresentunderthemilddenaturationconditionsbuttheglobaltertiarystructure
losesitscompactness—thisparticularstateisreferredasmoltenglobule.

8

Theeffectofprotectingosmolytesistheopposite.Theyhelpinstabilizingofthena-
tivestateandfunctionalityoftheproteinundernon-physiologicalconditions.They
canbenaturallyfoundincellsandorganismsasaresponseonstressoradaptation
onpresenceofdenaturationagents.

9
Apartfromthesenaturalosmolytessomeother

compoundsareroutinelyutilizedfortheirstabilizingeffectontheproteinandpep-
tidestructuree.g.trifluoroethanol(TFE)andhexafluoro-2-propanol(HFIP).

10

BufferscontainingTFE(upto50%v/v)usuallystabilizetheα-helicesorinduce
theirformation.Additionally,TFEimprovessolubilityofpeptidesandproteins
andthusfacilitatesexperimentsinsolutions.

10
AmechanismhowTFEstabilizes
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peptides and proteins has not been completely elucidated. The proposed hypothesis
expect either direct or indirect effects on polypeptide in TFE/water mixture. The
direct effects involve preferential binding on surface of the molecule, local increase
of TFE concentration in vicinity of the protein and stabilizing hydrogen bonding of
backbone due to the lower effective dielectric constant of the mixed solvent.11,12 The
indirect mechanism influences the thermodynamics of folding by chaotropic effect on
solvation layers of folded and unfolded states.13 Furthermore, the activity of TFE
can be pronounced in both cases by transient self-aggregation of TFE molecules.14

Short peptides are used traditionally as experimental and theoretical models of the
unfolded, denatured or intrinsically disordered states of proteins.15,16 Various stud-
ies proved that the sampling of conformational space by peptide backbone is neither
random nor uniform as could be inferred from random coil model17 employed in the
last decades. However, the conformational states preferred by short flexible peptides
cannot be directly and unambiguously determined by any experimental method.The
individual intrinsic conformational preferences of amino acids are assumed to play a
role in protein folding and residual structure of unfolded proteins.16Different trends
in conformational preferences can be observed by spectroscopic methods in vari-
ous host–guest peptides such as GGXGG,18 GXG,19 AXA20 or GPPXPPGY.21

However, amino acids themselves in the form of dipeptides manifest distinguishable
intrinsic backbone preferences.22,23

The structure of folded proteins has unique features—network of intramolecular
hydrogen bonds maintained by secondary structure elements and native contacts
between side chains of amino acids. The planar peptide bonds can act both as
hydrogen bond donors and acceptors but the order of donor/acceptor pattern is
governed by direction of polypeptide chain. Interestingly, almost symmetrical image
of the three-dimensional structure of a protein can be constructed from natural L-
amino acids, but the following criteria must be taken into account:24

1. The direction of the backbone is reversed, i.e. the protein sequence is reversed
from N-terminal to C-terminal.

2. The position of N–H and C=O groups is swapped. As a consequence the
direction of hydrogen bonds is reversed.

3. Backbone torsion angles must be transformed by rules: φ→ −ψ and ψ → −φ.

All these conditions can be easily fulfilled by α-helical structures considering that
the transformation of torsions projects them back to the same helical region on
Ramachandran plot.

The effect of reverse protein sequence has been already tested experimentally. The
“retro transformation” can lead to different outputs. The reverse protein sequences
can either loss their ability to fold25,26 or the same (or topologically similar) fold
can be preserved.27–29

4

[28] Haack, T.; Sánchez, Y. M.; González, M. J.; and Giralt, E. Journal of peptide
science : an official publication of the European Peptide Society 1997, 3, 299–
313.

[29] Pan, P. K.; Zheng, Z. F.; Lyu, P. C.; and Huang, P. C. European journal of
biochemistry / FEBS 1999, 266, 33–9.

[30] Rizzuti, B.; and Daggett, V. Archives of biochemistry and biophysics 2013,
531, 128–35.

[31] Piana, S.; Klepeis, J. L.; and Shaw, D. E. Current opinion in structural biology
2014, 24, 98–105.

[32] Piana, S.; Lindorff-Larsen, K.; and Shaw, D. E. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 2012, 109, 17845–50.

[33] Lindorff-Larsen, K.; Trbovic, N.; Maragakis, P.; Piana, S.; and Shaw, D. E.
Journal of the American Chemical Society 2012, 134, 3787–91.

[34] Best, R. B.; Zhu, X.; Shim, J.; Lopes, P. E. M.; Mittal, J.; Feig, M.; and
MacKerell, A. D. Journal of Chemical Theory and Computation 2012, 8, 3257–
3273.

[35] Cho, S. S.; Levy, Y.; and Wolynes, P. G. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 2006, 103, 586–91.

[36] Das, P.; Moll, M.; Stamati, H.; Kavraki, L. E.; and Clementi, C. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America 2006, 103,
9885–90.

[37] Beck, D. a. C.; and Daggett, V. Biophysical journal 2007, 93, 3382–91.
[38] Toofanny, R. D.; Jonsson, A. L.; and Daggett, V. Biophysical journal 2010,

98, 2671–81.
[39] Piana, S.; and Laio, A. The Journal of Physical Chemistry B 2007, 111, 4553–

4559.
[40] Vymětal, J.; and Vondrášek, J. Chemical Physics Letters 2011, 503, 301–304.
[41] Laio, A.; and Parrinello, M. Proceedings of the National Academy of Sciences

of the United States of America 2002, 99, 12562–6.
[42] Laio, A.; and Gervasio, F. L. Metadynamics: a method to simulate rare events

and reconstruct the free energy in biophysics, chemistry and material science.
2008.

[43] Šolc, K.; and Stockmayer, W. H. Journal Of Chemical Physics 1971, 54, 2756–
&.

[44] Minato, T.; and Hatano, A. Macromolecules 1981, 14, 1035–1038.
[45] Theodorou, D. N.; and Suter, U. W. Macromolecules 1985, 18, 1206–1214.
[46] Kirkwood, J. G.; and Buff, F. P. The Journal of Chemical Physics 1951, 19 .
[47] Chitra, R.; and Smith, P. E. The Journal of Physical Chemistry B 2002, 106,

1491–1500.
[48] Vymětal, J.; and Vondrášek, J. The journal of physical chemistry. B 2010,

114, 5632–42.
[49] Vymětal, J.; and Vondrášek, J. Journal of Chemical Theory and Computation

2013, 9, 441–451.
[50] Vymětal, J.; and Vondrášek, J. The journal of physical chemistry. A 2011, 115,

11455–65.

37



Themostdetailedviewofproteinfolding,denaturationanddisordercanbede-
liveredbycomputersimulations.

30
.However,thequalityofcomputersimulations

dependscriticallyonthequalityofaforcefield.Thecommonlyusedforcefields
hasbeenshowntocatchtheprocessoffoldinganddescribeitsreversibilityfor
modelproteinsinextensivesimulations.

31
However,resultsmaydifferinprovided

mechanisticandthermodynamicpredictions.
32

Simulationsofproteindisorderby
classicmoleculardynamicsareverycomputationallydemandingbecausetheproper
samplingoftheensembleneedsatleasttimescalesofmicroseconds.

33
However,

biasesinforcefieldstowardsdifferentsecondarystructureelementscanproduce
simulationsincompatiblewithexperimentaldata.

34

Simulationsofcomplexbiomolecularphenomenacanbeverydifficulttaskforclas-
sicalmoleculardynamicsbecauseofintrinsicbarriersoftheseprocesses.Methods
likemetadynamicsallowtoacceleraterareeventsonthereactioncoordinatevery
efficiently.However,thefocusoftheproblemisthenshiftedtowardachoiceof
properreactioncoordinatesforthecomplexevents.Thequestforuniversalprotein
foldingcoordinateshassucceededonlypartially.Itwasdemonstratedthatmany
proteinfolding/unfoldingprocessescanberepresentedonone-dimensionalcoordi-
nategivenbymultidimensionalreductionorembeddingofrelevantdescriptors.

35–38

However,suchcharacteristicsalwayshavetoinvolvethedetailedknowledgeofthe
particularfoldedstateanditsnativecontacts.Biasexchangemetadynamics

39
offers

analternativewayhowtoavoidcomplexreactioncoordinates.

2Aimsofthestudy

Thecomputationalstudiesofpeptidesandminiproteinsarechallengingtasksfor
twoprincipalreasons:i)uncertainorunsatisfactoryprecisionoftheforcefieldsand
ii)highdemandsontheconformationalsamplinginthecomputersimulations.In
thepresentthesisIattemptedtodealwiththefollowingchallenges:

1.Assessmentofforcefieldsforsimulationofpeptides.

2.Investigationofconformationalpreferencesofaminoacidsinwaterenviron-
mentandinsolutionswithcosolvents.

3.Designandtestingofcollectivecoordinatesformetadynamicsofpeptides.

4.Characterizationandreproductionofexperimentalpropertiesofdesigned
miniprotein.

5.Thoroughparametrizationofacosolventforcorrectwater-mixturesproper-
tiesandreliableusageforsimulationsofproteinsandpeptides.

Eachtopic•1–5waselaboratedasanindividualstudypublishedorsubmittedto
peer-reviewedscientificjournal.Allrelatedpublishedarticlesormanuscriptswere
attachedtothethesisasAppendicesA–F.
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3 Methods

The potential energy functions (force fields) used in this work for description of pro-
teins, peptides and solvents employ the most simplistic mathematical forms. They
include a harmonic potential for simulation of bond stretching and angle bending
and a variant of trigonometric series for representation of torsional terms. The
non-bonded interactions are uniformly modeled by Lennard-Jones 6-12 potential
and electrostatics using partial atomic charges interacting by Coulomb’s law. The
complete energy function follows typically:

E =
∑

bonds

KB

2
(r − r0)2 +

∑

angles

KA

2
(θ − θ0)2 +

∑

torsions

∑

n

Vn

2
(1 + cos (nφ− δn))

+
∑

i<j

(
Aij

r12ij
− Bij

r6ij
+
qiqj
εrij

)
, (1)

where ro and θ0 stands for equilibrium bond lengths and angles, respectively andKB

and KA for corresponding force constants. Torsion potential is usually expanded
in cosine terms with different multiplicities n, phase offsets δn and magnitudes Vn.
The atoms separated by more than two covalent bonds are allowed to influence each
other via nonbonded interactions prescribed for each pair by partial atomic charges
q or Lennard-Jones parameters Aij and Bij . The common practice is to treat non-
bonded interactions between atoms separated by 3 bonds (1–4 interaction) specially.
They are often scaled down because of their strength.

Despite of simple forms such force fields approximate the potential energy surface
sufficiently well and in a robust manner what can be judged by the number of
successful applications, e.g. protein folding simulations. Although different force
fields share more or less the same energy function forms, they may differ substan-
tially in parameters for individual types of interactions and the way how they were
obtained.

As the extensive simulations of proteins began to be feasible due to the enormous
progress in computational hardware the need for better calibrated force field inten-
sified. Firstly, the force field were improved by more advanced ab initio quantum
calculations of backbone conformers or φ/ψ profiles. This way led to many improve-
ments, however, only the expensive high level ab initio methods can produce precise
reference values capable of matching experimental data.40 The current force fields
still do not reach the precision needed for qualitative and quantitative reproduction
of experimental thermodynamic or structural data on protein folding in solution. To
address this problem directly the experimental data such as NMR shifts or coupling
constants started to be utilized in parametrization process.34

6

5 Závěry

Tato disertace se zabývala tématy, které zahrnují simulace peptidů a miniproteinů
ve vodním prostředí nebo ve směsných solventech. Zde bych shrnul nejdůležitější
výsledky:

• Energetické funkce (force fields) použité v naší studii nejsou schopny spolehlivě
předpovědět jemné konformační preference aminokyselin. Rozdílné výsledky
ze simulací se spíše zdají být artefakty nefyzikálních 1–4 interakcí a parciál-
ních atomových nábojů.

• Teplotní a chemická denaturace indukuje rozdílné soubory konformací mod-
elových peptidů, které však nejsou ani náhodné, ani stejnorodé. Zároveň
se však odlišují od referenčního stavu za fyziologických podmínek. Chemické
posuny mohou být nedostatečně citlivé na lokální konformace aminokyselin, a
proto mohou poskytovat zavádějicí představu o povaze denaturovaného nebo
nesbaleného stavu proteinů.

• Kolektivní souřadnice pro metadynamiku odvozené od gyračního tenzoru a
tenzoru setrvačnosti mohou být použity k efektivnímu vzorkování v bias ex-
change metadynamice. Tyto souřadnice byly schopné rozsáhlého vzorkování
konformerů alaninových polypetidů i opakovaného sbalení miniproteinu Trp-
cage.

• Obrácená sekvence miniproteinu Trp-cage se nesbaluje v běžném pufru, ale
nabývá strukturu v 30% roztoku 2,2,2-trifluoretanolu (TFE). Tato struktura
sice připomíná Trp-cage, ale liší se ve sbalení jádra miniproteinu. Robetta
a PEP-FOLD sice správně předpověděly základní charakteristiky molekuly
retro Trp-cage, ale selhaly v modelování postranních řetězců v jádře. Sta-
bilita miniproteinu v simulacích velmi závisí na volbě parametrů energet-
ických funkcí. Pokus více se přiblížit experimentálním podmínkám pomocí
standartního modelu TFE selhal, protože nedokázal napodobit strukturu-
indukující efekt.

• Důkladně jsme optimalizovali parametry modelu TFE pro lepší popis kapalné
fáze a směsných roztoků s vodou. Vylepšení těchto vlastností bylo možné
především díky implicitní polarizační korekci, použitou k výpočtu výparné
entalpie během parametrizace.
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Metadynamicsisamethodforcalculationoffreeenergyprofilesandacceleratingof
rareeventsinmoleculardynamicssimulations.SinceitwasproposedbyLaioand
Parrinello,

41
metadynamicshasbeensuccessfullyappliedonvariousproblemsand

fields.Theheartofthealgorithmisdimensionalreduction.Itassumesthatthepro-
cessesorsystemofinterestcanbedescribedbysmallnumberofparameterswhich
arecalledcollectivecoordinates(variables)ororderparameters.Nevertheless,this
descriptorsmustbespecifiedandprovidedonthebeginningofthesimulationbut
noaprioriknowledgeabouttheunderlyingfreeenergyprofileisneeded.After-
wards,theselecteddescriptorsareefficientlybiasedincourseofsimulationwhat
significantlyimprovessampling.Thebiaspotentialactingoncollectivecoordinates
isbuiltcontinuouslyinanadaptivefashioninordertoexploreunvisitedregions.
Theupdatesofthebiaspotentialdestabilizeimmediatelythecurrentconfiguration
ofthesystemandforcethetransitionsbetweenonestatetoanotherone.

Achoiceofsuitablecollectivecoordinates(CVs)isanecessaryconditionforcorrect
functionalityofmetadynamicsanditssuccessfulapplication.Forthebestperfor-
mancethefollowingpropertiesandrequirementsonCVsmustbefulfilled:

42

•CVsmustbecontinuousanddifferentiablefunctionofatomiccoordinates

•CVsshoulddistinguishallimportantstates,conformers,structures,phases,
reactants,productsorintermediatesofthereactionsortransitions.

•CVsshoulddescribeimportantslowmodes,whichlimittherateofstudied
events

•NumberofusedCVsshouldnotexceedthelimitgivenbyunfavorablescaling
ofmetadynamicsforeachadditionaldimension.

Theinappropriatechoiceofcollectivevariablescausesthemostseriousproblems,
particularlyiftheCVscorrespondingtotheslowmodesareomitted.Metadynamics
iscapableofaccelerationofrareeventsandextendedsamplingonlyforthebiased
setofCVs.Iftheycannotcaptureanimportantslowprocess,ahysteresisinthe
simulationsappears.Asadirectconsequence,freeenergyprofilesshowpoorconver-
gencethatdependsonthestartingconditions.Theselimitationscanbeovercome
bycombiningmetadynamicswithotherapproachessuchasreplicaexchangethat
helpstosampletheunbiased“transversecoordinates”.Thebiasexchangemetady-
namics

39
usesreplicaswhicharesimulatedatthesametemperaturebutbiasedin

differentcollectivecoordinates.Therefore,differentbarriersmaybecrossedineach
replicaaccordingtotheutilizedbias.Theexchangeofsystemsbetweenreplicas
facilitatesthesamplingineachofthem.

Flexiblemoleculesuchaspolypeptidecanbenaturallycharacterizedbyitssizeand
shape.Thisapproachhasalonghistoryinpolymerphysicsandchemistry.

43–45
The

effectivesizeiscommonlydescribedbyradiusofgyration,however,thispropertyis
onlyoneofmanydescriptorsderivedfromgyrationtensor.Gyrationtensor(S)and
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tensor of inertia (I) describe the distribution of mass in the molecule determined by
position of atoms:

S =
1

N

( ∑
x2i
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All summations are performed over N atoms with individual masses mi. The carte-
sian coordinates xi, yi and zi must be related to the geometrical center and center
of mass of the molecule for gyration and inertia tensor, respectively. Since both
tensors are symmetric and positive semidefinite they can be diagonalized with non-
negative eigenvalues. The corresponding eigenvectors determine important axes of
the object—the geometric axes of an ellipsoid approximating the shape for gyration
tensor or principal axes of inertia for tensor of inertia. The three eigenvalues S1,
S2, S3 (sorted in descending order) are related to the length of individual elliptic
semi axes and I1, I2, I3 represent principal moments of inertia around corresponding
principal axes. Moments of inertia provide information on distribution of mass in
perpendicular directions to the corresponding axes. For more or less homogeneous
objects it also reflects the effective size that can be better expressed by radius of
gyration around particular axis:

raxg =

√
Iax

m
. (4)

The shape descriptors proposed by Theodorou and Suter45—Asphericity b and
acylindricity c express obviously the deviation from spherical and cylindrical sym-
metry. Interpretation of the last descriptor relative anisotropy κ2 also respects
symmetry. It reaches 0 for spherical objects and approaches 1 for linear shapes.
Anisotropy of planar objects converges to 1

4
.

The microscopic structure of liquid mixtures can be analyzed in framework of
Kirkwood–Buff theory.46 The unique feature of this approach is the fact, that
the corresponding values of Kirkwood–Buff integrals (KBI) can be evaluated from
MD simulations as well as calculated from experimental thermodynamic quanti-
ties. Kirkwood–Buff theory therefore represents a valuable link between theory and
experiment.47

The Kirkwood–Buff integrals can be obtained from simulations by using radial dis-
tribution functions:

8

Tabulka 1: Vlastnosti kapalného TFE při 298.15K and 100 kPa. Srovnání
experimentálních data a hodnot ze simulací.

Hustota ρ, difuzní koeficient D, výparná entalpie ∆Hvap, zastoupení trans kon-
formeru, koeficient tepelné roztažnosti α, objemová stlačitelnost βT , viskozita η,
dielektrická konstanta ε, průměrný dipólový moment 〈µ〉 a hydratační volná energie
∆Gsolv jsou porovnány s experimentálními údaji.

vlastnost simulace expta

ρ[kg.m−3] 1382.5 1382.4
D[109m2.s−1] 0.70 0.68

∆Hvap[kJ.mol−1] 42.9(47.5)b 42.9
%trans 39.9 40
α[103K−1] 1.27 1.28
βT [GPa−1] 1.32 1.23

η[103kg.m−1.s−1] 1.52 1.72
εr 34 27

〈µ〉[Debye] 3.69 2.46
∆Gsolv[kJ.mol−1] -16.8 (-21.4)b,c -18.02
∆Gsolv[kJ.mol−1] -16.6 (-21.2)b,d -18.02

aReference k původním článkům uvedeny v rukopisu přiloženém k disertaci.
bHodnoty v závorkách jsou spočteny bez polarizační korekce.
cSimulováno s TIP4P/Ew modelem vody.
dSimulováno s TIP4P/2005 modelem vody.

vazby, tím nižší hodnota Kirkwoodova-Buffova integrálu pro TFE molekuly GTT ,
který také odráží míru jejich shlukování. Struktura směsí a samoshlukování TFE
molekul je demonstrováno na obr. 5. Hodnoty Kirkwoodových-Buffových integrálů
vypočtené z experimentálních dat a simulací se shodovaly pouze pro ty nejpolárnější
modely.

Model, který byl nakonec vybrán, byl dále blíže charakterizován. I další vlastnosti
kapalné fáze, které nebyly optimalizovány, byly popsány velmi dobře – viskozita,
koeficient teplotní roztažnosti, objemová stlačitelnost, dielektrická konstanta i hy-
dratační volná energie (viz tab. 1). Kalibrace TFE parametrů pro použítí s pokročile-
jšími modely pro vodu byla možná jen díky polarizační korekci. Ta nám uvožnila
vyvážit sílu interakcí TFE–TFE, TFE–voda a voda–voda tak, aby výsledné roztoky
lépe splňovali experimentální data.
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Gij=

ˆ

∞

0

4πr
2
(gij(r)−1)dr,(5)

wheregijistheradialdistributionfunctionbetweenparticlesiandj.

4Resultsanddiscussion

4.1Intrinsicconformationalpreferencesofaminoacids

Wealreadytestedtheperformanceofforcefieldsonthemodelmoleculeofalanine
dipeptide

48
anddemonstratedthathighlevelabinitiocalculationasreferencefor

parametrizationcanimproveagreementwithexperiment.
40

Inordertopointout
thedifferencesbetweenforcefieldswecomparedcomprehensivelybackboneand
sidechainconformationalpreferencesofaminoaciddipeptidesinfourcommonforce
fields.

49
Additionally,ourinterestinpropensitiesunderdifferentconditionsresulted

inacollaborativecomputationalstudythatmappedtheeffectofdenaturanton
aminoacidsinthehostpeptides(submitted).

OneoftheimportantresultsofourstudyispresentedinFig.1.Thepreferences
ofaminoacidswererelatedtothealaninedipeptideineachforcefieldinorderto
highlightunderlyingtrends.Resultsobtainedbydifferentforcefieldsmanifested
backbonepropensitiessignificantlydifferentfromalanine.However,thepresented
Hintonplotsrevealednoconsensusbetweenanypairofforcefieldthatwasconfirmed
byverylowcorrelationcoefficients.

Thefactthatverydissimilartrendsinbackbonepropensitieswererevealedevenfor
closelyrelatedforcefieldsuchasff03andff99SBsuggestedfurtherexamination.We
preparedanartificialhybridforcefieldthatmixedff99SBwithpartialatomcharges
fromff03.Theresultingbackbonepropensitiescorrelatedstronglywiththoseob-
tainedfromff03forcefieldunliketheparentalff99SB.Theroleofthepartialcharges
becameapparentiftheirdirectinfluenceontorsionalpotentialsvia1–4electrostatic
interactionsisrealized.Theseinteractionsareusuallyscaledbyfactorswithoutany
physicaljustification.Therefore,thedifferentchargedistributionsandinconsistent
treatmentof1–4electrostaticscanbeaplausibleexplanationfordisagreementof
predictedpropensities.

WeinvestigatedconformationalpreferencesofaminoacidsonXpositioninAAXAA
hostpeptideunderdifferentconditions—physiological,thermal(498K)andchemical
(8Murea)denaturation.TheAAXAAhostpeptideswerechosenasamodelof
unfoldedordenaturedproteinsequence.Thesmallsidechainofalaninerestricts
theflexibilityinrespecttotheestablishedGGXGGhostpeptidesandthusmay
providemorerealisticpictureofrealproteinchains.

9

RetroTrp-cage(2LUF)Trp-cage(1L2Y)

RetroTrp-cage

predictedbyPEP-FOLD

RetroTrp-cage

predictedbyRobetta

A)B)

C)D)

Obrázek4:ExperimentálnístrukturaretroTrp-cage(A),Trpcage(B)and
modelyretroTrp-cagepredikovanéPEP-FOLDem(C)aRobet-
tou(D).
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The obtained conformational preferences showed clear bias to certain regions of
conformational space rather than random sampling under all conditions. However,
the conformational bias for individual amino acids was modulated by specific con-
ditions of denaturation. The increased temperature shifted the preferences toward
more uniform sampling of all regions for all amino acids. However, the effect of urea
on propensities did not result in uniform response. The population of ppII conform-
ers assumed as a prevalent in unfolded or denatured states increased or decreased
for particular amino acids. Nevertheless, the ppII regions were never sampled ex-
clusively by any amino acid.

The simulated MD ensembles were validated by chemical shifts that provided a
close agreement with experimental 1HN and 15NH chemical shifts obtained from all
AAXAA peptides in urea at pH 3. The calculated chemical shifts from simulations
exhibited bi-modal or multi-modal distributions for each amino acids in apparent ac-
cordance with the presence of sampled conformational basins. However, the detailed
analysis revealed that there was no correspondence of regions on Ramachandan plot
to particular values of chemical shifts. Therefore, it is difficult to elucidate local
conformational propensities on basis of “random coil” chemical shifts. This state-
ment was further supported by artificial increasing of ppII populations in the input
data. The resulting calculated chemical shifts manifested very low sensitivity on
ppII content.

4.2 Metadynamics in gyration-tensor-based collective coordinates

From a general point of view a flexible molecule such as polypeptide can be nat-
urally characterized by its size and shape. This approach has a long history in
polymer physics and chemistry.43–45 The effective size is commonly described by
radius of gyration, however, this property is only one of many descriptors derived
from gyration tensor. The others are able to express not only size but also propor-
tions and shape of the molecule. In this study we implemented the size and the
shape descriptors—components of gyration tensor (S′i), principal radii of gyration
(rgi), asphericity (b′), acylindricity (c′) and relative shape anisotropy (κ2) in a com-
puter code for metadynamics and tested their performance on model peptides and
miniproteins.50

Firstly, the performance of newly introduced collective coordinates was tested on
polyalanine peptides of four different lengths (3, 6, 9, and 12 residues).

The one-dimensional free energy profiles as function of the collective coordinates in
question from bias exchange metadynamics are presented in Fig.2. The smooth and
often featureless character of all profiles reflects clearly the flexible nature of alanine
peptides. Only the shortest Ala3 peptide provided profiles with 3 distinguishable
minima that corresponds to different conformational families. The other peptides
favored α-helix as the most stable conformer that always correspond to the profound
minimum on the free energy profiles. The increasing length of the helix due to

10

stabilizující charakter interakcí přítomných v experimentální struktuře. Parametry
ff03 and charmm22/CMAP, známé svou preferencí helikálních struktur, tvořily v
simulacích více stabilní helix než ff99SB-ILDN a OPLS-AA/L. Všechny však prefer-
ovaly relativně kompaktní struktury.

Protože je struktura retro Trp-cage stabilní pouze v přítomnosti TFE, snažili jsme se
simulovat i tento efekt na strukturu miniproteinu. Standartně připravené parametry
TFE ovlivnily především chování proteinu v ff99SB-ILDN, kde došlo rozvolnění a
denaturaci struktury, které se projevilo zvýšením Cα-RMSD a poloměru gyrace.
Tento efekt byl v protikladu s experimentálním pozorováním. Není jisté, co takové
chování vyvolalo. Možným vysvětlením je nekompatibilita parametrů pro protein,
vodního modelu a modelu pro TFE. Zlepšení modelu TFE jsme si vytyčili jako další
cíl.

4.4 Optimalizace parametrů 2,2,2-trifluoretanolu

Parametrizace byla rozdělena do 3 fází. V té první jsme určili parametry vhodné
pro optimalizaci. Jednotlivé parametry pro Lennard-Jonesovu a elektrostatickou
interakci byly mírně pozměněny a jejich odezva na vlastnosti kapalného TFE byla
testována v simulacích. Mezi vlastnosti, které jsme sledovali patřila hustota, vý-
parná entalpie, difuzní koeficient a poměr trans a cis konformeru. Pro následnou
optimalizaci bylo vybráno 5 parametrů – Lennard-Jonesovi parametry σv a ε pro
fluor, parciální náboje fluoru a hydroxylového vodíku, a jeden parametr potenciálu
pro torzi C–C–O–H.

V další fázi jsme testovali různé kombinace hodnot jednotlivých parametrů v sim-
ulacích kapalného TFE. Pro tento účel jsme vyvinuli protokol, který nám umožnil
současně optimalizovat všech 5 parametrů. Závislosti všech 4 sledovaných vlast-
ností byly reprezentovány pomocí fitu analytické funkce, která umožnila hladkou
interpolaci a předpovědi výsledků pro jednotlivé parametry. Tento přístup umožnil
navrhnout a otestovat v simulacích parametry splňující sledované vlastnosti TFE.

Zvláštní pozornost byla věnována výpočtu výparné entalpie. Použili jsme jednak
klasický přístup využitý k získání parametrů původního modelu, ale i verzi výpočtu
korigovanou57 na polarizační efekty v plynné fázi. Obě varianty postupu vedly k
parametrům, které poskytly shodu s experimentálními daty pro 4 výše zmíněné
vlastnosti. Pokud byla zahrnuta i polarizační korekce, bylo nalezeno více nejednoz-
načných řešení, které stejně a kvalitně souhlasily s experimentálními daty. Toto
zjištění bylo umožněno právě zvolenou optimalizační metodou. Protože nebylo zře-
jmé, které parametry budou nejlépe vyhovovat simulacím roztoků, vybrali jsme 28
z nich a ty posléze dále testovali v simulacích směsi TFE–voda.

Vlastnosti roztoků jednotlivých parametrů se velmi lišily. Ačkoliv je TFE volně
mísitelné s vodou, v řadě simulací došlo k oddělení obou kapalin. V rozpustnosti
a mísitelnosti obou složek byl pozorován jasný trend. Čím vyšší polarita O–H
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Figure1:Relativepopulationofbackboneconformers.
Relativepropensitieswerecalculatedasdifferencebetweenpopulations(in%)of
correspondingbackboneconformersofgivendipeptideandalaninedipeptideineach
forcefield.Absolutepopulationsofalaninedipeptidearelistedinthefirstrowof
thetables.Forotherdipeptides,thedifferencefromalaninedipeptideisrepresented
bysizeofsquareanditscolor(lessthanalaninedipeptideinblue,moreinred).
Colorlesssquaresdenotestatisticallyinsignificantdifferences.
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Obrázek3:ProloženístrukturminiproteinuTrp-cage.
Strukturypodobnénativnímustavuzesimulacíjsouporovnánysexperimentální
strukturouminiproteinu(tlustě).

všakbylypozoroványvpřítomnosti2,2,2-trifluoretanolu(TFE)vtomtoroztoku.
CDspektraodhalilanárustobsahuhelikálníchstrukturataképoskytlatypickou
teplotnídenaturačníkřivku.Strukturu-indukujícíefektTFEumožnilprovedení
NMRexperimentůzaúčelemurčenístruktury,kterábylaposlézeuloženavPDB
podidentifikátorem2LUF.

Předvyřešenímexperimentálnístrukturyjsmesepokusilypředpovědět3-dimen-
zionálnístruktururetroTrp-cagepomocí2modelovacíchnástrojů–Robetty

51
a

PEP-FOLDu.
52

Obanástrojevytvořilysadumodelůspolečněsjejichohodnocením.
JejichcelkovástrukturapřipomínalajakTrp-cage,takjehoretrovariantu,jakje
možnéposouditnaobr.4.Narozdílodα-helixuvšakžádnýmodelnepopsalsprávně
uspořádánípostranníchřetězcůaminokyselinvjádruproteinu.Nativníinterakci
tryptofanusargininemzachytilpouzejedenmodelzPEP-FOLDu,modelyvšakani
nenapodobovalyspecifickýstrukturnímotivtryptofanuaprolinuznámýzTrp-cage
aspíšepolohytěchtopostranníchřetězcůumisťovalydoalternativníchorientací.

AbychomblížecharakterizovalipovahunestrukturovanéhostavuretroTrp-cagemini-
proteinuvevodnémprostředí,provedlijsmesériisimulacímolekulárnídynamiky.
Všechnysimulacevycházelyzexperimentálnístruktury(2LUF),alevyužívalyrůzné
sadyparametrů,abychommohliposouditrobustnostvýsledků.Všechnypoužité
parametry(ff03
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aOPLS-AA/L
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)vedlyk

různémuchování.Velkýrozptylvevýslednýchstrukturáchbylpozorovánipro4
nezávislésimulaceprokaždýset.Všechnysadyparametrůvšakalespoňpřechodně
dokázaliudržetpřibližnoustrukturuminiproteinuatakisvouschopnostzachytit
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elongation of sequence for Ala6-12 is reflected by shift of the minima in Rg , S′1,
rg1, rg2, b′ and κ2 in panels A, B, F, G, H and J in Fig.2. On the other hand,
the cylindrical symmetry of the helix must result in constant (length-independent)
values of S′2, S′3, rg3 and c′ as it is correctly depicted in panels C, D, E and I.
We did not observed any difference in performance of protocols involving various
combination of these collective coordinates. The rationale is that all employed CVs
are internally linked and always represent a distinct transformation of 3 unique
eigenvalues of gyration or inertia tensors. However, such transformation are still
very useful for interpretation of molecular shapes.

The more stringent test was attempted to examine a folding of Trp-cage miniprotein
using only gyration-tensor-based CVs. It succeeded in almost each simulation for
simulations 200 ns long. Once the native state appeared it had been captured
by neutral replica and usually remained folded to the end of the simulation. The
illustrative picture of the folded Trp-cage molecules is provided in Fig.3. Apart from
this structures with low backbone RMSD (<2Å) from the experimental reference,
simulations produced also relatively stable compact structures with non-native core
packing and higher RMSD (2–4Å). It is questionable if they have any relevance to
folding or are only artifacts of chosen CVs.

4.3 Computational study of retro Trp-cage miniprotein

The amino acid sequence of retro Trp-cage was obtained by reversing sequence of
Trp-cage, synthesized and studied by NMR and CD spectroscopy. Both methods
confirmed the unstructured character of the molecule in aqueous buffer. However,
changes were observed upon addition of 2,2,2-trifluouroethanol (TFE). CD spec-
troscopy revealed an increase of helical content and provided typical reversible heat
denaturation curve with melting temperature about 32◦C. The structure promoting
effect of TFE allowed to conduct all NMR experiments necessary for determination
of 3D structure of the miniprotein. The resulting structure was deposited in the
Protein Data Bank under the accession code 2LUF.

We used the online version of both structure prediction methods—Robetta51 and
PEP-FOLD52 to obtain three-dimensional model before the experimental structure
was solved. Both services provided sets of models accompanied by their ranking.
Robetta and PEP-FOLD succeeded in prediction of C-terminal helix. The overall
fold of all models resembled the structure of original Trp-cage (1L2Y) as well as its
retro variant (2LUF) which is apparent from Fig. 4. However, no model correctly
assembled the core of the miniprotein. The distorted tryptophan–arginine motif was
predicted only once by PEP-FOLD. Similarly, the canonical tryptophan–proline mo-
tif known from Trp-cage molecule was not found by any of the predicting methods.
In all cases, non-native arrangements of tryptophan and proline side chains were
proposed.
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Obrázek 2: Profily volné energie alaninových peptidů (Ala3-12).
Profily volné energie pro polyalaninové peptidy Ala3, Ala6, Ala9 and Ala12. Jed-
notlivé grafy ukazují volnou energie jako funkci Rg(A), S′1(B), S′2(C), S′3(D), rg3(E),
rg2(F), rg1 (G), b′(H), c′(I) and κ2(J).
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Figure2:Freeenergyprofilesofalaninepeptides(Ala3-12).
ThefreeenergyprofilesobtainedforpolyalaninepeptidesAla3,Ala6,Ala9and
Ala12.TheindividualplotsshowthefreeenergyasafunctionofRg(A),S′1(B),
S′
2(C),S′3(D),rg3(E),rg2(F),rg1(G),b′(H),c′(I)andκ2

(J).
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4.2Metadynamikavkolektivníchsouřadnicíchodvozenýchod
gyračníhotenzoruatenzorusetrvačnosti.

Vtétostudiijsmedopočítačovéhokóduprometadynamikupřidalikolektivnísouřad-
nicepopisujícívelikostatvarmolekul,jmenovitěkomponentygyračníhotenzoru

(S′i),poloměrysetrvačnosti(rgi),asphericitu(b′),acylindricitu(c′)arelativnían-
isotropii(κ

2
).Tytokolektivnísouřadnicejsmepotétestovalivsimulacíchpeptidů

aminiproteinu.
50

Našimiprvnímitestovacímimolekulamibylasadapolyalaninovýchpeptidůrůzných
délek–3,6,9a12aminokyselin.Biasexchangemetadynamikanámposkytlajedno-
dimensionálníprofilyvolnéenergieprojednotlivépeptidyakolektivnísouřadnice,
jakjeukázánonaobr.2.Hladkéanepřílišinformativníprůběhyprofilůjasně
poukazujíflexibilitupeptidů.PouzenejkratšíAla3peptidposkytnulkřivky,které
vykazovalyjasnáminimaodpovídajícíjednotlivýmrodinámkonformerů.Ostatní
peptidyjasněpreferovalyα-helixjakosvůjnejstabilnějšíkonformer,kterýpřed-
stavujejedinérozpoznatelnéminimumnajednotlivýchprofilech.Rostoucídélka
helixuseprojevilavněkterýchpřípadechposunemminimaprojednotlivédélky
peptidů,jakjepatrnénaobr.2vpanelechA,B,F,G,HaJproRg,S′1,rg1,
rg2,b′aκ

2
.NadruhoustranuvšakS′

2,S′3,rg3andc′musízůstatdíkycylin-
drickésymetriihelixukonstantní,jaklzesprávněvidětvpanelechC,D,EaI.
Nepozorovalijsme,žebyněkterékombinacetěchtokolektivníchsouřadnicposky-
tovalylepšívýsledkynežjiné.Důvodemjefakt,žejsouvesvépodstatěnavzájem
provázanéapředstavujípouzeodlišnétrasformacetřívlastníchhodnotgyračního
tenzorunebotenzorusetrvačnosti.Přestojsouvšakužitečnédíkysvéschopnosti
interpretovatrůznétvaryasymetrie.

MnohemnáročnějšímtestembylosbalováníminiproteinuTrp-cagepouzezapomoci
těchtokolektivníchsouřadnic.Tosevšakukázalojakoúspěšné,neboťbylodosaženo
téměřvevšechsimulacích,kterébylylimitoványdélkou200ns.Jakmilebylnalezen
nativnístavminiproteinu,zůstalvětšinoustabilníaždokoncesimulace.Ukázka
podobnostitaktozískanýchkonformacísexperimentálnístrukturoujeuvedenana
obr.3.KromětaktopodobnýchstruktursnízkýmRMSDbylyčastonacházenyi
strukturysnesprávněsbalenýmjádremminiproteinuavyššímRMSD(2–4Å).Je
alediskutabilní,zdamajínějakývýznamprosbalováníTrp-cagenebosejednáčistě
oartefaktypoužitýchmetodnebokolektivníchsouřadnic.

4.3VýpočetnístudieretroTrp-cageminiproteinu

AminokyselinovásekvenceretroTrp-cageminiproteinubylavytvořenaobrácením
sekvenceTrp-cage,syntetizovánaadálepakcharakterizovanánašimispolupracov-
níkypomocíNMRaCDspektroskopie.Oběmetodypotvrdily,žeretroTrp-cageje
nestrukturovanýzaběžnýchpodmínekvestandartnímpufru.Změnyvespektrech
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Figure 3: Superposition of Trp-cage structures.
The native-like structure obtained from simulations are compared with experimental
structure of Trp-cage (thick).

In order to shed light on stability and character of disordered state of retro Trp-
cage in water environment, we conducted a series of equilibrium MD simulations. All
simulations started from the experimental structure (2LUF) but used different force
fields in order to assess reproducibility of results. All four force fields involved in our
study (ff0353, ff99SB-ILDN54, charmm22/CMAP55 and OPLS-AA/L56) provided
different results in the simulations. Four independent runs for each force field mani-
fested high diversity in maintaining structural features of retro Trp-cage and related
properties. Nevertheless, all force field were able to keep, at least transiently, the fold
of the miniprotein in water as proved by Cα-RMSD. This fact indicates that force
fields are able to capture the stabilizing interactions found in experimental NMR
structure. The helix favoring ff03 and charmm22/CMAP force fields kept higher
helical content than ff99SB-ILDN and OPLS-AA/L, but all force fields provided
similarly compact structures.

Since retro Trp-cage forms a stable structure only upon addition of TFE in buffer
we tested the effect of this cosolvent on stability of miniprotein in simulations. The
structures simulated by ff99SB-ILDN were dramatically affected by TFE model
parametrized in general amber force field by usuall procedure. The corresponding
Cα-RMSD from experimental structure increased as well as radii of gyration. This
changes indicated the rather denaturing effect of TFE on protein structure in clear
disagreement with experiment. It is not obvious what caused the incorrect behavior
in the solvent mixture. The probable explanations could be incompatibility of force
field parameters for protein, water model and TFE cosolvent, which we decided to
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Obrázek 1: Relativní četnost konformerů.
Relativní četnosti byly spočteny (v %) jako rozdíl mezi populacemi, které vykazo-
vala daná aminokyselina a alaninem modelovaným stejnými parametry. Absolutní
četnosti pro alanin dipeptid jsou uvedeny v prvním řádku. Pro ostatní aminoky-
seliny je rozdíl od alanin dipeptidu ukázán graficky jako obsah čtverečku, pokles
jako modře a navýšení červeně. (bezbarvě neprůkazné hodnoty)
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attemptasournextgoal.

4.4Optimizationofforcefieldparametersfor
2,2,2-trifluoroethanol

Theparametrizationwerescheduledto3stages.Firstly,theparameterssuitablefor
optimizationwereselected.Weintroducedperturbationstodifferentpartialcharges
andLennard-Jonesparametersofatomsandtestedtheirimpactonpropertiesof
liquidTFEinshortsimulations,namely—density,heatofvaporization,self-diffusion
coefficientandpopulationoftransconformer.Weidentified5parametersforfurther
optimization—Lennard-Jonesparameters(σvandε)offluorine,partialchargeson
fluorineandhydrogeninhydroxylgroupandaparameterofC–C–O–Htorsion.

Thedifferentcombinationsofparametersweretestedexhaustivelyinsimulations
ofpureTFEliquid.Wedevelopedaprotocolforsimultaneousoptimizationofall
5parameters.Thedependenceof4optimizedpropertieswasiterativelyfittedin
analyticalformsandevaluatedbyanobjectivefunction.Theanalyticfitallowed
ustopredictthevaluesofparametersinthebestagreementwithexperimentand
verifythemsubsequentlyinsimulations.Inadditiontotheclassicalamberforce
fieldparametrizationstrategyweemployedmorepreciseapproachtocalculateva-
porizationenthalpy.Sincethepartialatomicchargesofamberforcefieldsmimics
condensephasechargedistribution,theyarenottransferablebetweenphases.The
energycostsforthispre-polarizationcanbeestimatedandtheaffectedproperties
(enthalpyofvaporization,freeenergyofhydration)canbecorrectedbyanadditional
term.

57

Bothwaystocalculatevaporizationenthalpyledtoparametersthatwereableto
describesimultaneouslyalloptimizedproperties.However,ifthepolarizationcosts
wereconsidered,ambiguousandmoreprecisesolutionswerefound.Thisconclusions
couldnotbeclearlydrawnwithouttheextensiveprotocolweemployed.Obviously,
therewerenouniqueparameterswhichcouldbechosenpreferentially.Therefore28
candidateparametersfromallpromisingregionsofparameterspacewereselected
andtestedinsimulationofmixtureswithwater.

TFE/watermixturesmodeledbycandidateTFEparametersdifferedsignificantlyin
theirproperties.AlthoughTFEisfullymisciblewithwaterinallconcentrationsin
experiments,severalparametersshowedtheoppositebehavior.ThisTFEmodels
withlowpartialchargeonhydrogenatommanifestedseparationofbothliquids
andnomeaningfulKBIscouldbecalculatedfromsuchsimulations.Theclear
trendswereobserved—thehigherpolarityofO–Hbonds,thelowervaluesofGTT

Kirkwood–Buffintegralswhichindicatedlowerself-aggregationofTFEmolecules.
Thevisualdemonstrationofself-aggregationisprovidedinFig.5.Nevertheless,the
valuesofcalculatedGTTcomparabletotheexperimentalcounterpartswerefound
onlyforparameterswiththemostpolarpartialcharges.
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Jedenzdůležitýchvýsledkůnašístudiejezachycennaobr.1.Konformačníprefer-
encejednotlivýchaminokyselinjsouvztaženykpreferencímalanindipeptidu,aby
lépevyniklyjednotlivétrendy.Tytovýsledkyzískánépomocírůznýchenergetických
funkcípoukazujínavýznamněrozdílnékonformačnípreferenceostatníchaminoky-
selin.Nicméněvýsledkyjednotlivýchparametrizacísevelmilišíajejichshodaje
minimální,jakpotvrdilyikorelačníkoeficienty.

Neexistencejakéhokolivtrendunapříčpoužívanýmiparametryafakt,žejejnepos-
kytlyivelmipodobnévariantyff03andff99SBsestalpředmětemdalšíhozkoumání.
Připravilijsmezcelaarteficiálníparametrizaci,kterávycházelazff99SBalepar-
ciálnínábojepřevzalazff03.Výslednépreferencesilněkorelovalystěmizískanými
zff03.Tímjsmejednoznačněprokázalivlivparciálnáchnábojůnavýslednépref-
erence.Rozdílnénábojemohouovlivňovatpřímotorznípotenciályprostřednictvím
1–4elektrostatickéinterakce.Tytointerakcevšaknejsouzcelafyzikálněodůvod-
něné,stejnějakojejichškálovánírůznýmikoeficienty.Rozdílnénábojovédistrubuce
anekonzistentní1–4interakcesetaknabízíjakomožnévysvětlenípozorovaných
rozdílůvkonformačníchpreferencích.

VdalšístudiijsmesledovalikonformačnípreferenceaminokyselinnapoziciXv
modelovýchpeptidechAAXAAzarůznýchpodmínek–jednakfyziologických,tak
itepelně(498K)achemicky(8Mmočovina)denaturujích.AAXAApeptidybyly
zvolenyproto,žepředstavujípřesnějšímodelpronesbalenénebodenaturovanépro-
teinynežběžněužívanéGGXGG.Postrannířetezcealaninudalekovíceomezují
konformačnístavyproteinovéhořetězcenežglycin,ataksevíceblížírealnýmpro-
teinovýmsekvencím.

Konformačnípreferencevdenaturujíchpodmínkáchzískanézesimulacínejsouvy-
loženěnáhodnéprožádnouaminokyselinu.Přitomvšakzávisínazpůsobudenatu-
race.Zvýšeníteplotyvedlokvícerovnoměrnémuvzorkováníkonformačníhopros-
toruapeptidytakvykazovalyvícevyrovananépreference.Močovinavšaknein-
dukovalapodobnouobecnouodpověď.Nevedlaanikpodstatnémuzvýšeníobsahu
polyprolinovéhokonformeruppII,okterémsepředpokládá,žejepreferovánvnes-
balenémčidenaturovanémstavu.Vsimulacíchnikdynezískalnaprostoupřevahu.

Simulacemolekulárnídynamikyastruktury,kteréprodukovalabylyověřenypo-
mocípředpovědichemickýchposunů

1
HNa

15
NH.Tyukázalyznačnoushodus

experimentálnímihodnotamikterébylyproAAXAAnaměřeny.Zesimulacíbylo
možnéizjistitjejichdistribuce,kterévykazovalivícevrcholů.Našehypotéza,že
tytomaximaodpovídajíjednotlivýmkonformačnímstavůmcentrálníaminokyseliny
vpeptidu,seukázalajakoneplatná.Tomůžeznamenat,žezezprůměrovaných
chemickýchposunůzískanýchexperimentálněnelzepřímousuzovatnalokálníkon-
formačnístavdanéaminokyseliny.Vpřípadě,žejsmeumělezvýšiliobsahppII
strukturvsimulacích,nemělotovýraznývlivnahodnotychemickýchposunů.
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Retro Trp-cage (2LUF) Trp-cage (1 L2Y)

Retro Trp-cage

predicted by PEP-FOLD

Retro Trp-cage

predicted by Robetta

A) B)

C) D)

Figure 4: The experimental structure of retro Trp-cage (A), Trp cage (B)
and retro Trp-cage models (C, D).
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s nezápornými vlastními hodnotami. Vlastní vektory pak odpovídají důležitým
osám molekul, jako jsou osy opisujícího elipsoidu nebo soustava os bez deviačních
momentů setrvačnosti. Tři vlastní hodnoty S1, S2, S3 se poté vztahují k délce přís-
lušných eliptických poloos a I1, I2, I3 představují momenty setrvačnosti kolem těchto
os. Jednotlivé momenty setrvačnosti popisují rozmístění hmoty ve směrech kolmých
k dané ose, což pro dostatečně homogenní tělesa vypovídá i o jejich velikosti. Ta je
však lépe zachycena poloměrem setrvačnosti:

raxg =

√
Iax

m
. (9)

Tvar popisující veličiny, navržené Theodorouem a Suterem45 – asphericita b a acylin-
dricita c vyjadřují odchylku od symetrie koule a válce. Interpretace další veličiny
– relativní anizotropie κ2 také zohledňuje symetrii. Má hodnotu 0 pro vysoce sy-
metrická prostorová tělesa a dosahuje 1 pro lineární útvary. Plochá tělesa poskytují
hodnoty blízké 1

4
.

Mikroskopická struktura kapalných roztoků může být analyzována prostřednictvím
Kirkwoodovy-Buffovy teorie.46 Její unikátní vlastností je fakt, že hodnoty Kirk-
woodových-Buffových integrálů mohou být vypočteny z počítačových simulací, ste-
jně jako z makroskopických termodynamických veličin. Proto tato teorie představuje
cenný most mezi atomistickými modely a experimenty.47 Kirkwoodovy-Buffovy in-
tegrály mohou být získány ze simulací integrací radiálních distribučních funkcí:

Gij =

ˆ ∞

0

4πr2(gij(r)− 1) dr, (10)

kde gij je právě radiální distribuční funkce mezi částicí i částicemi j.

4 Výsledky a diskuze

4.1 Konformační preference aminokyselin

Chování různých parametrů energetických funkcí na modelové molekule alaninu
dipeptidu bylo cílem našeho zájmu již dříve.48 Ukázali jsme, že parametrizace za-
ložená na kvalitních ab initio výpočtech zlepšuje shodu s experimentem.40 Později
jsme náš zájem rozšířili na všechny aminokyselinové dipeptidy s cílem zhodnotit
rozdíly ve čtyřech používaných sadách parametrů.49 Náš zájem o konformační pref-
erence aminokyselin za různých podmínek vyústil ve spolupráci se skupinou prof.
Daggett a společnou studii která zkoumala vliv denaturace na preference aminoky-
selin v modelových peptidech.
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Table1:ThepropertiesofpureliquidTFEat298.15Kand100kPa.Com-
parisonofthepredictedandexperimentalvalues.

Thedensityρ,self-diffusioncoefficientD,enthalpyofvaporization∆Hvap,ratioof
transconformerinliquid,coefficientofthermalexpansionα,isothermalcompress-
ibilityβT,shearviscosityη,staticdielectricconstantε,averagedipolemomentof
themolecule〈µ〉andfreeenergyofhydration∆Gsolvarecomparedforpredicted
andexperimentaldata.

propertysimulationexpt
a

ρ[kg.m−3
]1382.51382.4

D[10
9
m

2
.s−1

]0.700.68
∆Hvap[kJ.mol−1

]42.9(47.5)
b

42.9
%trans39.940
α[10

3
K−1

]1.271.28
βT[GPa−1

]1.321.23
η[10

3
kg.m−1

.s−1
]1.521.72

εr3427
〈µ〉[Debye]3.692.46

∆Gsolv[kJ.mol−1
]-16.8(-21.4)

b,c
-18.02

∆Gsolv[kJ.mol−1
]-16.6(-21.2)

b,d
-18.02

a
Referencestotheoriginalexperimentalstudiesareprovidedintheenclosed
manuscript.
b
Thevalueinparenthesisrepresentaversionwithoutcorrectiononpolarization
costsingasphase.
c
ObtainedwithTIP4P/Ewwatermodel.

d
ObtainedwithTIP4P/2005watermodel.

Thepropertiesoffinallyselectedmodelwerethoroughlycharacterized.Thepure
liquidTFEpropertieswerereproducedexcellently.Notonlytheseinvolvedin
parametrizationbutalsoshearviscosity,coefficientofthermalexpansion,isothermal
compressibility,staticdielectricconstantandfreeenergyofhydrationwerepredicted
byTFEmodelingoodagreementwithexperimentaldata(seeTab.1).Calibra-
tionofTFEmodeltorealisticmixturepropertieswith2advancedwatermodels
(TIP4P/EwandTIP4P/2005)showedclearlytheimportanceofpolarizationcor-
rectionincourseofparametrizationprocess.Theimplicitcorrectiontopolarization
costingasphasesignificantlyimprovedreproductionofliquidpropertiesofTFE.
Moreimportantly,itallowedtobalanceTFE–TFE,TFE–waterandwater–waterin-
teractionsandthusreducetheself-aggregationofTFEmoleculesatlevelsupported
byexperimentaldata.
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kolektivnísouřadnicenerovnovážnésíly,kterézvyšujíefektivituvzorkováníkonfor-
mačníhoprostoru.Tytosílyjsouvyvolánypřítomnostípřídavnéhopotenciálu(bias
potential),kterýjeadaptivněupravovántak,abydestabilizovalaktuálnístavsys-
témuapodpořiltaknávštěvuostatníchoblastíkonformačníhoprostoru.

Správnávolbakolektivnáchsouřadnicjenezbytnáprofunkčnostmetadynamikya
jejíúspěšnénasazenínadanýproblém.Kolektivnísouřadnicebymělisplňovattyto
kritéria:

42

•Musíbýtspojitouadiferencovatelnoufunkcíatomovýchsouřadnic.

•Musíbýtschopnérozlišitdůležitéstavy,jakorůznékonformery,struktury,
fáze,reaktanty,produktyameziproduktyreakcínebotranzicí.

•Musípopsatdůležitépomalémódy,kterélimitujírychloststudovanýchjevů.

•Jejichpočetbymělbýtmalý,neboťefektivitametadynamikyklesásjejich
dimenzionalitou.

Nevhodnávolbakolektivníchsouřadnicmůžezpůsobitvážnéproblémy,především
pokudnejsoupopsányvšechnyrozhodujícípomalémódy.Vtomtopřípadějene-
dokážemetadynamikaurychlit,cožseprojevíjakohysterezenepříznivěovlivňující
kvalituvýsledků.Tytonedostatkymohoubýtpotlačenykombinacímetadynamiky
sdalšímymetodami,jakojenapř.výměnareplik(replicaexchange).Taktovzniklá
biasexchangemetadynamika

39
využíváreplik,kteréselišívpoužitýchkolektivních

souřadnicích.Díkyjejichvýměněsevýraznězlepšívzorkováníkonformačníhopros-
toruvkaždéznich.

Variabilníaflexibilnímolekuly,kterýmijsouipolypeptidy,lzecharakterizovatpo-
mocíjejichvelikostiatvaru.Tentopřístupmádlouhoutradicivefyzicepoly-
merů.

43–45
Efektivnívelikostlzepopsatpomocígyračníhopoloměru,tenjevšak

pouzejednímzmožnýchdeskriptorůodvozenýchzgyračníhotenzoru.

Gyračnítenzor(S)andtenzorsetrvačnosti(I)popisujírozloženíhmotyvmolekule,
kteréjeurčenopolohouatomů:

S=
1

N

(∑x
2
i

∑xiyi∑xizi ∑xiyi∑y
2
i

∑yizi ∑xizi∑yizi∑z
2
i

)
,(7)

I=

(∑mi(y
2
i+z

2
i)∑−m

ixiyi∑−m
ixizi ∑−m

ixiyi∑mi(x
2
i+z

2
i)∑−m

ixizi ∑−m
ixizi∑−m

iyizi∑mi(x
2
i+y

2
i)

)
.(8)

VšechnysoučtyjsouprovedenypřesNatomůshmotnostmimi.Kartézkésouřadnice
xi,yiandzimusíbýtvztaženykegeometrickémustředunebotěžistimolekuly.Pro-
tožejsouobatenzorysymetrickéapozitivnědefinitní,mohoubýtdiagonalizovány

24



B1

B5

B9

B1 3

B2

B6

B1 0

B1 4

B3

B7

B11

B1 5

B4

B8

B1 2

Figure 5: Self-aggregation of TFE molecules.
The different TFE force field parameters manifested distinct self-aggregation ten-
dencies. The complete separation of both liquid phases was observed for models
B1-B3. Models B4-B15 produced TFE clusters of decreasing size.
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3 Metody

Funkce popisující potenciální energii (force fields) užité v této práci pro popis pro-
teinů, peptidů a solventů využívají jednoduché matematické tvary. Je to především
harmonický potenciál pro popis vibrací vazeb a deformací vazebných úhlů mezi
atomy. Rotace kolem jednoduchých vazeb jsou popsány torzním potenciálem, který
je dán některou formou kosínového rozvoje. Nevazebné interakce mezi atomy jsou
popsány Lennard-Jonesovým 6-12 potenciálem a Coulombovým zákonem mezi par-
ciálními náboji atomů. Kompletní forma potenciálu vypadá obvykle takto:

E =
∑

bonds

KB

2
(r − r0)2 +

∑

angles

KA

2
(θ − θ0)2 +

∑

torsions

∑

n

Vn

2
(1 + cos (nφ− δn))

+
∑

i<j

(
Aij

r12ij
− Bij

r6ij
+
qiqj
εrij

)
, (6)

kde ro a θ0 představují rovnovážné délky vazeb a vazebných úhlů, KB a KA jim
odpovídající silové konstanty. Torzní potenciál je definován složkami rozvoje s ná-
sobností n, fázovým posunem δn a velikostí Vn. Atomy oddělené více jak dvěma
kovalentními vazbami na sebe působí nevazebnými interakcemi popsanými parciál-
ními náboji q a Lennard-Jonesovými parametry Aij and Bij . Je běžné rozlišovat
interakce mezi atomy oddělenými 3 vazbami (1–4 interakce) a ty částečně tlumit
kvůli jejich síle a vlivu na rotační bariéry.

Navzdory své jednoduchosti, tyto matematické formy popisují dostatečně a robustně
energetickou hyperplochu proteinů a peptidů, čemuž je důkazem např. jejich úspěšné
využití při studiu sbalování proteinů. Ačkoliv energetické funkce sdílejí funkční
tvary, mohou se znatelně lišit v jejich parametrech a způsobu, jakým byly získány.

Ruku v ruce s rostoucími možnostmi počítačových simulací díky rozvoji výpočetní
techniky, zesílil i tlak na zpřesnění energetických funkcí. Ten se projevil nejdříve
využitím ab initio výpočtů kvantové chemie. Nicméně jen ty nejkvalitnější (a ne-
jnáročnější) z nich mohou sloužit jako referenční hodnoty, které se vyrovnají exper-
imentálním datům.40 Proto se v poslední době klade více důraz na přímé použití
experimentálních dat jako NMR chemické posuny nebo vazebné konstanty pro kali-
braci parametrů.34

Metadynamika41 je metoda k výpočtu profilů volné energie, dokáže však také efek-
tivně urychlovat pomalé procesy v molekulární dynamice. Podstatou celého algo-
ritmu dimenzionální redukce. Metadynamika předpokládá, že cílový proces nebo
systém může být popsán malým počtem parametrů – kolektivních souřadnic. Ty
však musí být předem známy. Naopak nejsou vyžadovány žádné předpovědi pro-
filu, který má metadynamika vytvořit. V průběhu simulace působí na vybrané
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5Conclusions

Thisthesisdealswithseveraltopicshighlyrelevantforsimulationsofpeptidesand
miniproteinsinwaterandmixtureswithcosolvents.HereIwouldliketoconclude
themostimportantresults.

•Theforcefieldsinvolvedinthisstudyarenotabletoreproducefineintrin-
sicpropertiesofaminoacids.Thepropensitiesobtainedfromsimulations
reflectedratherartifactsofnon-physical1–4electrostaticinteractionsand
differentchargedistributionsusedinforcefields.

•Conditionsofthermalandchemicaldenaturationgeneratedifferentconfor-
mationalensemblesofmodelpeptideswhichareneitherrandomnoruniform
andshiftedfromthereferencestateunderphysiologicalcondition.Thechem-
icalshiftswereshowntobelesssensitivetothelocalbackboneconformations
andthereforetheymightprovideincorrectpictureofdenaturedorunfolded
states.

•Thegyration-andinertia-tensorbasedcollectivecoordinatesformetadynam-
icscanbeefficientlyusedforextensivesamplinginbiasexchangemetadynam-
ics.Thiscollectivecoordinateswerecapableofexhaustivesamplingofalanine
polypeptidesandsucceededinreproduciblefoldingofTrp-cageminiprotein.

•ReversesequenceofTrp-cagedoesnotfoldinwaterbutacquireastructure
in30%solutionof2,2,2-trifluoroethanol(TFE).Theresultingstructurere-
semblesthestructureofTrp-cagebutpossessesdifferentpackingaminoacids
inthecore.RobettaandPEP-FOLDtoolssucceededincorrectprediction
ofhelixinthestructurebutfailedtomodelnativeinteractionswithinthe
core.Thestabilityofminiproteinwasinterpreteddifferentlyuponachoice
ofaforcefield.However,theattempttomimiccloselytheexperimentalcon-
ditionsbystandardGAFFmodelofTFEledtobehaviorincompatiblewith
experimentalobservations.

•Weexhaustivelyoptimizedforcefieldparametersof2,2,2-trifluoroethanolfor
betterdescriptionofpureliquidpropertiesandrealisticbehaviorinTFE/water
mixtures.WedemonstratedthattheimprovementoverthestandardGAFF
parameterswereachievedbyimplicitpolarizationcorrectiontreatingthepo-
larizationcostsofmoleculeingasphase.

19

protožeprosprávnévzorkovánítěchtosouborůjetřebasimulovatmikrosekundové
časovéškály.

33
Aleipřestomohoubýtvýsledkyznehodnocenynepřesnostíener-

getickýchfunkcíajejichznámýmnedostatkům,např.přílišnoustabilizacíjistých
konformerů.

58

Simulacekomplexníchpochodůmohoubýtnáročnézhlediskajejichnízskérychlosti
danépřítomnostíbariér.Tyjemožnépřekonatpomocímetodjakojemetady-
namika,kterádokážeefektivněurychlitdějenaurčenéreakčníkoordinátě.Tím
sevšaktežištěproblémupřesouváknalezenítakovýchsouřadnic,kterédokážítyto
komplexnídějeřádněpopsat.Mnohosnahybylovynaloženonahledáníreakčních
koordinátprosbalováníproteinů,avšakuspělyjenčástečně.Tytoprocesysicemo-
houbýtpopsányjedno-dimenzionálnísouřadnicí,tavšakmusíbýtzískánamulti-
dimenzionálníredukcírelevantníchparametrů.

35–38
Tyjsouvšakčastospecifické

aneuniverzální,protožemusíobsahovatdetailníznalostsbalenéhostavuajeho
nativníchkontaktů.Alternativnícestu,kterásevyhýbápoužitítakovýchkompliko-
vanýchsouřadnicpředstavujebiasexchangemetadynamika.
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2Cílepráce

Výpočetnístudiepeptidůaminiproteinůjsounáročnépředevšímkvůlidvěmapří-
činám:i)nejisténebonedostatečnépřesnostienergetickýchfunkcíaii)vysokým
požadavkůmnavzorkováníkonformačníhoprostoru.Cílemprácebylo

1.Srovnatparametryenergetickýchfunkcípoužívanýchpropeptidyaproteiny.

2.Zjistitjakjsoupopsánykonformačnípreferenceaminokyselinajakselišív
různýchpodmínkáchprostředí.

3.Navrhnoutaotestovatkolektivnísouřadniceprometadynamikupeptidů.

4.Charakterizovatareprodukovatvlastnostinovéhominiproteinupomocívýpočet-
níchmetod.

5.Optimalizovatparametrysolventuprospolehlivýpopisjehosměsnýchvod-
nýchroztokůajejichpoužitelnostiksimulacímsproteinyapeptidy.

Každéztémat•1–5bylozpracovánojakosamostatnávědeckástudiepublikovaná
nebozaslanádoimpaktovanéhovědeckéhoperiodika.Všechnytytočlánkyarukopisy
bylypřiloženykdisertacijakopřílohyA–F.
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1 Úvod

Mnoho důležitých proteinů v živých organismech je nestrukturovaných. Proteiny,
které postrádají pevnou terciální strukturu, byly nalezeny ve všech taxonimických
říších. Nicméně se odhaduje, že jich obecně eukarytické organismy obsahují více
(10-45%) než prokaryota. Nestrukturované jsou nejčasteji proteiny s regulační a
signální funkcí, především spojené s translací a transkripcí. Na druhou stranu,
nejméně nestrukturovanosti vykazují enzymy.1,2

Nestrukturovanost stejně jako struktura jsou zakódovány v proteinové sekvenci a
tudíž mohou být předpovídány.3 Aminokyselinové složení nestrukturovaných pro-
teinů je typicky obohaceno o Ala, Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys and Pro a naopak
ochuzeno o Ile, Leu, Val, Tyr, Trp, Phe, Cys and Asn. Sekvence nestrukturovaných
proteinů nebo regionů vykazují statisiticky méně hydrofobních aminokyselin a pře-
bytek nabitých. Obecně se usuzuje, že tyto sekvence nemají energetickou hyper-
plochu s hlubokým minimem jako strukturované proteiny, ale spíše populují řadu
isoenergetických stavů.4

Sbalené proteiny se nachází v neustálé rovnováze s nesbaleným stavem, ale ta je za
fyziologických podmínek nakloněna k tomu sbalenému. Tato rovnováha však může
být změněna za jiných termodynamických podmínek, jako je teplota nebo tlak.
Podobný efekt může mít přítomnost dalších chemických látek v prostředí. Látky,
které destasbilizují sbalený stav, se nazývají denaturanty a ty s opačným účinkem
jako ochranné osmolyty.5

Močovina a guanidinium chlorid patří k neznámějším denaturantům. Tanfordovy
ranné výzkumy ukázaly, že proteiny v koncentrovaném roztoku guanidia zvětšují
svůj hydrodynamický poloměr takovým způsobem, že by mohly mít náhodnou kon-
formaci (random coils).6 Tyto výsledky však byly nevhodně zobecněny na jakýkoliv
denaturovaný stav. Ve skutečnosti se ukázalo, že tyto víceméně náhodné konformace
jsou velmi vyjímečné a denaturované proteiny spíše zůstavají kompakní s velkým
množstvím zbytkové struktury.7 Za slabých denaturačních podmínek může dokonce
zůstat i sekundární struktura proteinu – tento stav se pak nazývá molten globule.8

Ochranné osmolyty mají přesně opačný účinnek. Pomáhají stabilizovat nativní
stav a zachovávat funkčnost proteinu i za nefyziologických podmínek. Vyskytují se
přirozeně u organismů, pokud jsou vystaveny stresu nebo působení denaturačních
látek.9 Mimo přírodní osmolyty jsou v laboratorní praxi používány syntetické látky
s podobnými účinky, jako je např. trifluorethanol (TFE) and hexafluor-2-propanol
(HFIP).10

Pufry obsahující TFE (až do 50% v/v) obvykle stabilizují α-helixy a nebo přímo
indukují jejich tvorbu. TFE také zlepšuje rozpustnost proteinů a peptidů, a proto
je využíván v experimentech.10 Mechanismum, jakým TFE stabilizuje strukuturu,
není úplně známý. Navržené hypotézy se opírají buď o přímé nebo nepřímé efekty
v roztocích. Mezi ty přímé patří vazba na povrch peptidu nebo proteinu, která
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může lokálně zvýšit koncentraci a stabilizovat vodíkové vazby v proteinech skrze
snížení efektivního dielektrika prostředí.11,12 Nepřímými mechanismy mohou být
chaotropní efekt na solvatační obal a různá síla tohoto efektu ve sbaleném a nes-
baleném stavu.13 V každém případě může hrát roli samoshlukování molekul TFE.14

Krátké peptidy se tradičně používají jako experimentální a teoretické modely pro
nesbalený, denaturovaný či nestrukturovaný stav proteinu.15,16 Různé studie proká-
zaly, že konformace těchto peptidů nejsou náhodné nebo uniformní, jak se po léta
předpokládalo díky modelu random coil 17. Bohužel však nemohou být tyto konfor-
mační stavy plně a bez rozporu charakterizovány žádnou současnou experimentální
metodou. O těchto stavech se však předpokládá, že mohou hrát důležité role v pro-
cesu sbalování proteinu a také tvořit reziduální strukturu nesbalených proteinů.16

Různé trendy a preference však mohou být pozorovány spektroskopicky pro různé
aminokyseliny v modelových peptidech jakou jsou GGXGG,18 GXG,19 AXA20 nebo
GPPXPPGY.21 Ukazuje se však, že i samotné aminokyseliny ve formě dipeptidu
vykazují různé strukturní preference.22,23

Struktura sbalených proteinů má pevná pravidla. Zahrnují síť vodíkových vazeb
mezi prvky sekundární struktury a také nativní kontakty mezi postranními řetězci
aminokyselin. Peptidová vazba může vystupovat jako donor i akceptor vodíkové
vazby, ale toto pořadí je pevně dáno směrem polypeptidového řetězce. Nicméně
téměř dokonalý symetrický obraz proteinu může být vytvořen z klasických L-amino-
kyselin, pokud:24

1. Směr polypeptidového řetězce je obrácen. To znamená, že sekvence proteinu
je čtena z C-konce místo N-konce.

2. Pozice N–H a C=O skupiny peptidové vazby je prohozena. Tím pádem je i
směr vodíkových vazeb.

3. Torzní úhly proteinové páteře se transformují dle pravidla: φ → −ψ and
ψ → −φ.

Tyto podmínky snadno splní α-helix, když si uvědomíme, že zmíněné torzní trans-
formace jsou pro něj téměř invariatní (jak se lze přesvědčit na Ramachandranově
diagramu).

Obrácení proteinové sekvence již bylo experimentálně testováno. Tato „retro trans-
formace” buď vedla ke ztrátě schopnosti se balit,25,26 nebo byla zachována a vznikla
analogická (případně topologicky podobná) struktura.27–29

Nejpodrobnější pohled na procesy sbalování proteinu, denaturace nebo nestruktur-
ované stavy může být získán počítačovými simulacemi.30 Jejich spolehlivost však
významně závisí na použitých energetických funkcích (force fields) a jejich parame-
trech. Současné běžně užívané parametry jsou schopny popsat reverzibilní sbalování
a rozbalování modelových proteinů v simulacích molekulové dynamiky,31 bohužel
se však často liší v detailech předpovězených mechanismů a termodynamických
veličinách.32 Obzvláště simulace nestrukturovaných proteinů jsou velmi náročné,
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