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1. Uvod

Aminokyseliny jsou zékladni stavebni prvky proteini
a jejich fyzikalné chemické vlastnosti uréuji chovani téch-
to linearnich polymert do té miry, Ze je v nékterych ptipa-
dech mozné z proteinové sekvence predpovidat i jejich
strukturu'. Tradi¢ni d&lici hranice mezi proteiny a peptidy
byla zalozena na presvédCeni, Ze protein je oproti peptidu
charakterizovatelny pravé pritomnosti stabilniho prostoro-
vého usporddani zvaného ,struktura proteinu®, kterd je
zaroven termodynamickym minimem Gibbsovy volné
energie piislusné linedrni kombinace aminokyselin. Objev
a charakterizace tzv. nestrukturovanych proteint’, anglic-
ky ,,Intrinsically Disordered Proteins* ale nastolil otazku,
do jaké miry je délka proteinového fetézce a vlastnosti
aminokyselin, ze kterych se protein skladd, urcujici pro
jeho prostorové usporadani a funkci a v ¢em tedy spociva
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skute¢ny rozdil mezi proteiny a peptidy a jejich chovanim.

Pravé ptipad nestrukturovanych proteint, které nema-
ji stabilni prostorové usporadani® a tedy jediné termodyna-
mické minimum, které determinuje jejich funkci, poukézal
na skutecnost, Ze protein miize existovat v celém struktur-
nim spektru stavii od plné nestrukturovanych forem, pres
CasteCné strukturované az k rigidnim prostorovym utva-
ram. Nestrukturované proteiny tvofi tedy jeden ze zaklad-
nich typt spole¢né¢ s membranovymi, fibrilarnimi a globu-
larnimi proteiny. Experimentalni charakterizace dalSich
nestrukturovanych proteinti vyvolaly diskusi o tradi¢nim
paradigmatu, ze funkce proteinu je jednoznaéné zavisla na
jeho prostorovém uspotadani. Objevy poslednich let
v ruznych odvétvich strukturni biologie ukazuji, Ze to, co
hraje hlavni roli ve funkci proteind, je jejich dynamické
chovani. Tato dynamika mize byt jak reflexi komplexniho
uspofadani proteinu v jeho stabilni prostorové formé, tak
odrazem chovani relativné nezavislych linearnich tsek
proteinové sekvence, jejichz dynamika je blizkd chovani
izolovanych peptida.

2. Chemicka struktura aminokyselin a jejich
vlastnosti

Zivé systémy v nagem svété podléhaji tzv. centralni-
mu dogmatu molekularni biologie, kdy linearni informace
obsazena v DNA je pomoci transkripéniho a translac¢niho
mechanismu postupné piepisovana do molekul RNA
apoté¢ do proteini. Proteinova abeceda je vytvorena
20 odliSnymi typy aminokyselin kddovanymi genomovou
DNA. Vsechny tyto aminokyseliny maji spole¢ny central-
ni uhlikovy atom (C,), ke kterému je vazén vodikovy
atom, aminoskupina (NH,) a karboxyskupina (COOH).
To, co rozliSuje jednu aminokyselinu od druhé, je tzv.
postranni fetézec kovalentn¢ navazany na C, atom na po-
sledni valenci jeho sp’ usporadani. Aminokyseliny jsou
spojovany za sebou do linearniho fetézce v procesu protei-
nové syntézy utvorenim peptidové vazby, kdy karboxylo-
va skupina jedné aminokyseliny reaguje s aminoskupinou
té nasledujici a uvoliiuje tak jednu molekulu vody. Formo-
vani po sobé€ jdoucich peptidovych vazeb vytvaii tzv. hlav-
ni fetézec nebo také pétef proteinu, ze které ¢ni jednotlivé
postranni fetézce aminokyselin, ze kterych je protein slo-
zen (obr. 1).
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Obr. 1. Schéma vzniku peptidové vazby spojenim dvou ami-
nokyselin
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Aminokyseliny je mozné rozdé€lit podle charakteru
postranniho fetézce do 3 riznych kategorii charakterizova-
nych chemickou povahou jeho funk¢ni skupiny. V prvni
kategorii jsou zafazeny aminokyseliny se striktné hydro-
fobnim postrannim fetézcem (Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Pro a
Met), do druhé kategorie spadaji aminokyseliny s nabitym
postrannim fetézcem (Asp, Glu, Arg, Lys) a konecné treti
kategorie obsahuje aminokyseliny s polarnim postrannim
tetézcem (Se, Thr, Cys, Asn, Gln, His, Tyr a Trp). Jen pro
uplnost je tfeba dodat, Ze vSechny proteiny vznikajici pro-
teosyntézou se skladaji z aminokyselin v jediné chiralni
forme — L.

3. Od aminokyselin k peptidim

Polypeptidovy fetézec se necha charakterizovat kon-
formaénimi vlastnostmi, kde zakladni a kli¢ovou ulohu
hraje peptidova vazba mezi sousednimi aminokyselinami.
Systém tff vazeb mezi dvéma C, atomy se nazyva peptido-
va jednotka a jeji rigidni charakter omezuje konformacni
variabilitu peptidového fetézce, takze jediné stupné vol-
nosti, které se vazi k patefi polypeptidu, jsou vazby C,
atomu, oznac¢ované jako ¢ a y. Kazd4 peptidova jednotka
muze tedy rotovat kolem téchto dvou vazeb — vazba N-C,
se nazyva ¢ a vazba C,—C’ z téhoz C, atomu se nazyva y
(obr. 2).

Timto zplsobem je kazdd aminokyselina svazana se
dvéma torznimi thly ¢ a y a protoze jsou to jediné stupné
volnosti na peptidové patefi, je tato kompletné urcena,
jestlize jsou udéany tyto uhly. Velka vétsina kombinaci
uhlt ¢ a y neni dovolena diky sterickym zabranam mezi
postrannimi fetézci a je proto velmi jednoduché vycislit
takové kombinace, které dovolené jsou. Kombinace uhla ¢
a y vynesené ve dvoudimenzionalnim grafu proti sob¢ se
nazyvaji Ramachandrantiv diagram®, ktery je pojmenovan
po indickém biofyzikovi G. N. Ramachandranovi, ktery
prvni ur¢il stericky povolené oblasti na tomto grafu
(obr. 3).

Na schematickém obrazku Ramachandranova diagra-
mu jsou jasn¢ vidét oblasti, které jsou prunikem vSech
20 charakteristik zdkladnich proteinovych aminokyselin.
Je nicméné jasné, ze pravé charakter a struktura postran-
nich fetézct jednotlivych aminokyselin, ktera je odlisna, se
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Obr. 3. Ramachandraniv diagram

také projevi na intervalu dovolenych hodnot Ghld ¢ a .
Kazdy postranni fetézec delsi nez alanin muze v principu
rotovat kolem vazeb mezi atomy postranniho fetézce. Je
obecné pravidlo v chemii, Ze energeticky nejvyhodnéjsi
uspofadani pro dva tetraedralné koordinované uhlikové
atomy je tzv. ,staggered”“ konformace. Protoze postranni
fetézce aminokyselin mohou obsahovat vice takovych
uhlikovych atomu, existuje » X 3 kombinaci takovych
torznich tihli, které mize postranni fetézec aminokyseliny
zaujimat. Témto stavim se fika rotamerni stavy a spolecné
s konformacnimi stavy hlavniho fetézce tvofi Uplny geo-
metricky popis polypeptidového fetézce (obr. 4).
Ramachandrantiv diagram pfedstavuje konformacné
dovolené stavy hlavniho fetézce polypeptidu, které jsou
projevem potencialni energie dané aminokyseliny urcené
sérii vnitinich soufadnic — v naSem piipad¢€ torznich uhla ¢
a y. ProtoZe na energetické hyperplose urcené témito sou-
fadnicemi nevystupuji jako dal$i parametry rotamerni torz-
ni Ghly, d4 se na tuto hyperplochu potencidlni energie
pohlizet jako na degenerovanou, kde degenerace zavisi na
poctu stupiili volnosti pro dany postranni fetézec. Dokona-
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Obr. 2. Geometrické parametry peptidového Fetézce (prevzato z wordpress.com/tag/peptide)
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Obr. 4. Torzni uhly definované v aminokyseliné
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1é zmapovéni povrchu potencidlni energie pro danou ami-
nokyselinu pfedstavuje obrovskou vyzvu pro metody vy-
pocetni chemie, nebot’ ne kazd4a metoda je z hlediska zma-
povani takového povrchu vhodna a metody se 1isi i pies-
nosti, s jakou dané lokalni minimum lokalizuji.

4. Energetické stavy peptidu jako funkce
torznich parametra hlavniho Fetézce

V této souvislosti je tfeba pfipomenout zakladni para-
metry mapovani energetické funkce aminokyselin
v zavislosti na kontextu, ve kterém se nachazeji. Trivial-
nim modelovym systémem je aminokyselina alanin, ktera
ma jak na C-konci, tak na N-konci chranici skupiny,
C-konec je chranén jako N-methylamid a N-konec je ace-
tylovan. Odpovidajici nazev této molekuly obsahujici dvé
peptidové vazby je alanindipeptid (obr. 5).
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Obr. 5. Alanindipeptid jako zakladni modelova jednotka pro
studium konformaé¢niho chovani

5. Metody vypocetni chemie pro mapovani
konformacniho prostoru aminokyselin
a peptidi

Prozkoumani konformaéniho prostoru takové mole-
kuly je zavislé na charakteru a rozvétvenosti postranniho
fetézce a pravé jeho vlastnosti mohou vyznamnou mérou
komplikovat ~ mapovani  konformac¢niho  prostoru.
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V piipadé, Ze postranni fetézec neni tvoren jedinou methy-
lovou skupinou, jako je tomu u alaninu, jde o netrivialni
problém mapovani n-rozmérné energetické funkce, kde n
je pocet torznich 0hlli aminokyseliny. Dal§im vyznamnym
parametrem je metoda, kterda se pro mapovani pouZzije.
Tyto metody se daji rozd¢lit do 3 hlavnich skupin.

Prvni skupinu tvoti empirické potencialy — tedy funk-
ce, jejichz parametry jsou ziskdny empiricky
z modelovych systémd. Energie je v nich vyjadiena jako
funkce urcitého poctu ¢lenl zahrnujicich parametry che-
mické vazby — délky vazeb, tthly mezi nimi a torze a neko-
valentni interakce. Tyto metody jsou pro prohledavani
konformaéniho prostoru nejpouzivanéjsi, avsak jejich pou-
ziti narazi na jeden zasadni problém. Empirické parametry
nejsou jednak presné (neda se napt. zahrnout anharmonici-
ta) a jednak nejsou obecné prenositelné, coZ znamena, ze
pro kazdou konkrétni tilohu by se méla parametrizace pro-
vést znova. To je samoziejmé nemozné, a proto se inter-
pretace vysledki ziskanych pomoci empirickych potencia-
It musi peclivé analyzovat a srovnat nejlépe
s experimentem.

Druha velké skupina metod jsou metody semiempiric-
ké. V ramci feSeni stacionarni Schrédingerovy rovnice se
zavadéji urCité aproximace, jako je tfeba zahrnuti pouze
valencénich elektrontl, a poté se fesi zjednoduSené rovnice.
V téchto rovnicich se kromé toho vyskytuji empirické
parametry (stejn€ jako v empirickych metodach ziskané
z experimentu), které feSeni dale zjednodusuji. Pro hledani
energetického minima nebo prohledavani konformacniho
prostoru jsou tyto metody vhodné pouze v ptipadech, kdy
je verifikovéna jejich pfesnost.

Presnost zminéna v pfedchozim odstavci je dosazitel-
né4 pouze na urovni tzv. ab initio metod. I mezi t€mito me-
todami jsou znacné rozdily, takze se da obecné fici, ze pro
spolehlivé mapovéni konformaéniho povrchu aminokyse-
lin ¢i peptidl je nutné pouzit pouze takové metody, které
zahrnuji elektronovou korelaci a pouZzivaji dostatecné vel-
ké bazové funkce (Moller-Pleset — MP, coupled clusters —
CCSD(T) ¢i configuration interaction — CI metody). Pro-
blém pouziti téchto metod spociva v tom, Ze jsou sice vel-
mi pfesné, ale Casové nesmirné naro¢né, takze presné zma-
povani energetického povrchu vSech aminokyselin je pro-
veditelné pouze za piedpokladu dostatecného mnozstvi
strojového Casu a neni mozné pomyslet na presné mapova-
ni delsich peptida.

Zminéna omezeni diskutovanych metod se nicméné
presnost empirickych potenciald, které se poté pouzivaji
pro realistické vzorkovani konformac¢niho prostoru peptida
a proteinti metodami molekulové dynamiky’”’. Hlavni
problém je spojen snevyvazenosti tendenci nékterych
oblasti na Ramachandranové diagramu pro jednotlivé ami-
nokyseliny, coz ¢ini spolehlivy popis termodynamickych
vlastnosti komplikovanym, pokud uz ne rovnhou nemoz-
nym. Jediny zpusob, ktery umoziuje ukotveni vysledka
vzorkovani  konformac¢niho prostoru, je srovnani
s experimentalnimi daty. Vysledky nékterych studii publi-
kované v posledni dobé poskytuji dostatecné mnozstvi
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materidlu pro testovani teoretickych metod a piesnosti
aproximaci na dostate¢né urovni spolehlivosti®’. Koncepé-
né jde o velmi zajimavy problém, protoze plocha potenci-
alni energie ziskana pomoci pokrocilych ab initio metod
nijak negarantuje spravny profil volné energie, jiz je mno-
niho prostiedi. Je tieba také zminit, Ze vétSina metod, jako
napf. metody zalozené na funkci elektronové hustoty
(density function theory — DFT) a metody semiempirickeé,
neposkytuji korektni charakteristiky termodynamickych
vlastnosti zkoumanych molekul'’. Na druhé strang jsou to
pouze pokrocilé metody kvantové chemie, jez garantuji, ze
plocha potencialni energie (potential energy surface —
PES) aminokyselin a malych peptidii odrazi vliv elektro-
nové korelace, jez ma daleko vétsi vliv na nekovalentni
stabilizaci molekul neZ se paivodné piedpokladalo'.

5.1.Korekce parametri empirické funkce
pomoci ptesnych ab initio metod

V posledni dobé vzniklo mnozstvi praci na téma ko-
rekce empirickych funkei, které si kladly za cil predevsim
zlepsit parametry pro dihedralni tihly u peptidt a proteint,

Obr. 7. Plocha volné energie alanindipeptidu. (Pfevzato z cit.””)
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véetn¢ publikovani dalsich kompletnich verzi empirickych
potenciali typu amber'>". Prvni praci publikovanou na
nejvy$si trovni piesnosti byla prace Fujitaniho a spol.*
v roce 2009. Ve studiich, které jsme provadéli'® na zakladé
navrzeného korekéniho schématu, jsme urovali plochu
potencidlni energie pro molekulu alanindipeptidu jako
prvniho kroku pro pfesny popis termodynamického chova-
ni peptidu.

Pro rekonstrukcei povrchu Gibbsovy volné energie 1ze
pouzit metadynamiku, tedy metodu umoznujici realistické
vzorkovani konformaéniho prostoru. Tato metoda navrze-
na v roce 2002 autory Laio a Parinello'® byla usp&ing apli-
kovana v riznych oblastech. Cilem tedy je ovéfit hypoté-
zu, 7e presny popis plochy potencialni energie automatic-
ky zarucuje realistické termodynamické chovani dané mo-
lekuly.

Na uvedeném obrazku (obr.6) je ukazan rozdil
v popisu plochy potencialni energie alanindipeptidu ve
vakuu pomoci dvou empirickych potencialid typu AMBER
(ff03 a ff99SB) a potencialu, ve kterém je jiz zabudovana
korekce navrzena Fujitanim. Je patrné, Ze jak poloha, tak
i preference pro jednotlivd minima na plose potencialni
energie jsou velmi rozdilné a tyto rozdily by se mély pro-

Potencidlni energie [kJ/mo

Volnd energie [k]/mol]
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Obr. 8. Srovnani profilii volné energie podél torznich koordinat v zavislosti na pouzitém empirickém potencialu. (Pievzato z cit.')

jevit na profilu volné energie alanindipeptidu ve vod¢ zis-
kané metadynamikou. Jak ukazuje obr.7, jde skutecné
o efekt, ktery je netrividlni a na prvni pohled patrny
zuvedenych obrazkd. Vyplyva z ngj, ze kvalita takto zis-
kaného povrchu je zasadnim zpuisobem urena piesnosti
popisu PES ve vakuu.

Pokud se pozorné podivame na energeticky profil
podél jednotlivych torznich koordinat (obr. 8), je mozné
konstatovat, ze vSechny zkoumané empirické potencialy
poskytly kvalitativné podobné profily podél parametru ¢.
Na druhé strané je patrné, ze ff03 a ff99SB jsou sice po-
dobné i podél parametru v, avsak kvalitativné se lisi ve
srovnani s potencialem obsahujicim ab initio korekci.

Uvedené vysledky jdou dilezité ze dvou hledisek.
Prvnim je zjiSténi, Ze torzni parametr v empirickém poten-
cialu musi byt korigovan systematicky a podle vysledki na
urovni pokrocilych ab initio metod. Druhym dulezitym
zjiSténim je, Ze takto upravenou plochu potencialni energie
lze pouzit pro realistické vzorkovani povrchu volné ener-
gie, ktera je v dobré shodé s experimentalné zjisténymi
charakteristikami. V konkrétnim ptikladu alanindipeptidu
je pozoruhodné zjisténi, Ze jako termodynamicky nejstabil-
jasnou zavislost na parametru .

Tyto vysledky ukazuji, ze cesta k realistickému popi-
su konformacniho chovani peptidi a proteind vede pres
pfesny popis chovani vytvéfejicich aminokyselin v dipep-
tidech a stanoveni korekéni funkce pro torze v empirickém
potencialu. M¢€li bychom byt ovSem pfipraveni i na fakt, ze
bude tfeba prozkoumat chovani del$ich peptidd — napf.
tripeptidli — jako modelu mapujiciho také vliv bezprostied-
n¢ sousedicich aminokyselin. Tato strategie je podle vSech
dalsich zjisténi nejen dilezita pro popis chovani globular-
nich proteind, ale lze ji Gspé$né pouzit i pfi studiu nestruk-
turovanych proteint ¢i kratkych peptidt a jejich dynamic-
kého chovani.
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5.2. Ptesnost popisu konformacnich stavi
empirickymi metodami

Z velkého poctu studii konformaéniho chovani pepti-
di a proteint vyplyva, ze kliCovym prvkem pouzitelnosti
daného popisu je kvalita empirického potencidlu, 1épe
fe¢eno kvalita parametrt empirické funkce'’. Pravé vyva-
zenost mezi trendy pro helikalni ¢i extendované struktury
je esencialni vlastnost kazdého empirického potencialu
pouzivaného pro popis proteinovych struktur a procesu
jejich vytvareni nebo denaturace'®. Jak ukdzaly nedavné
studie na ptikladu kratkych peptidi obsahujicich alanin,
jsou parametry pouzivanych empirickych potencialti vy-
razné prohelikalni’. Dal§im dikazem nedokonalosti pouZi-
vanych potenciali bylo selhani pfi predikci kinetickych
a termodynamickych  vlastnosti  vznikajiciho  helixu
v peptidech. Mezi nejpouzivanéj$i empirické potencialy
v souCasnosti patii potencidly AMBER (ff03 a ff99SB)
reparametrizované pomérmn¢ neddvno na vlastnosti torzi
peptidového hlavniho fetézce (ff03* a ff99SB*), dale pak
sada potenciali CHARMM, ktera zminéné korekce torzi
ve svych poslednich verzich obsahuje také'’. Prestoze
korekce torzniho ¢lenu pro peptidovy hlavni fetézec pfi-
nesla jisté vylepseni, je zde dalsi problém, ktery je spojen
s parametrizaci rotamernich stavil jednotlivych postrannich
fetézcl. Ty jsou ve vétsiné prevzaté z modeltt malych mo-
lekul obsahujicich stejné funkéni skupiny a nemohou tak
zohlednit vliv prostfedi peptidu nebo proteinu. Jedinou
vyjimkou je empiricky potencial typu OPLS-AA/L™, ktery
zminéné nedostatky pfekonava pouzitim reparametrizova-
nych torznich uhlu ziskanych z ab initio vypoctl jiz uve-
denym zptsobem. Je tedy nasnad¢, Ze reparametrizaci
jakéhokoli empirického potencialu by méla predchazet
studie zaméfena na jeho kvalitu, a poté reparametrizovat
pouze takovy potencidl, u kterého vypocet korekéniho
¢lenu bude nejméné pracny a namahavy.

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze kritické srovnani empi-
rickych potencidlll je nezbytnym poZadavkem pro realis-
tické mapovani konformacniho stavu peptidi, jejich struk-
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turnich preference, jakoZ i polohy maxim a minim a bariér
mezi nimi. Vysledny povrch volné energie je poté nejen
spolehlivym ukazatelem strukturnich preferenci, ale prede-
v§im poskytuje informace o vzajemném propojeni parame-
trQl v torznim prostoru.

V nedavno publikované studii’' jsme se detailng za-
byvali srovnanim 4 vybranych empirickych potenciala
a jejich vlastnosti, které¢ maji vliv na konformacni charak-
teristiky 20 proteinoidnich aminokyselin, v¢etné protonac-
nich stavii aminokyselin nabitych. Aminokyseliny jsme
modelovali podobné jako v ptipadé¢ alanindipeptidu — ami-
nokyselinu opatfenou chranici skupinou na N- a C-konci
acetylem a N-methylamidem. UZ prvni srovnani preferenci

a) CHARMM22/CMAP
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v torznim prostoru pfineslo piekvapivé vysledky. Jak vy-
plyva z uvedenych diagrami, vykazuji v§echny testované
empirické potencialy jen velmi malo spoleénych rysu.
Tyka se to jak preference v torznim prostoru uhld ¢ a v,
tak i preference pro jednotlivé torzni uhly charakterizujici
rotamerni stavy, v konkrétnim piipad¢ je zndzornéna ami-
nokyselina Asp (obr. 9).

Podrobnym srovnanim zkoumanych charakteristik
vSech studovanych aminokyselin jsme dospéli k nékolika
dilezitym zavértim. Lze fici, Ze studované empirické funk-
ce se vyrazné lisi v predikei energetickych minim a jejich
umisténi jak v torznim prostoru hlavniho fetézce, tak
v torznim prostoru postrannich fetézcti. Neni jasné, zda
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Obr. 9. Profily volné energie pro Kkyselinu aspartatovou. Dvoudimenziondlni mapy volné energie byly ziskdny metadynamikou za
pouziti empirickych potenciali — CHARMM22/CMAP, ff03, ff99SB a OPLS-AA/L. (Pfevzato z cit.>")



Chem. Listy 770, 385-393 (2016)

jsou tyto rozdily zpisobeny chybnou parametrizaci nebo
nedostatky vypocetniho modelu. Podaftilo se nam ale uka-
zat, Ze rozdil mezi empirickymi potencialy typu AMBER
je zpuasoben predev§im rozdilnym modelem pro uréeni
parcialnich naboji. Domnivdme se, Ze zjiSt¢énd nekonzis-
tence studovanych empirickych potenciald mize zasadnim
zplsobem ovliviiovat interpretace chovani biomolekul,
konkrétné procesu proteinového sbalovani a denaturace
a vlivu prostfedi na jejich konformacni vlastnosti. Stale
zde vSak zlistava prostor pro optimalizaci, ackoli 1ze do-
predu pocitat s tim, ze budeme muset rezignovat na uni-
verzalni parametrizace a jejich ptenositelnost. Spise lze
ocekavat specidlni parametrizace pro konkrétni systémy,
které budou spliiovat podminky kladené na spolehlivy
popis dynamiky peptidii a proteind.

6. Vliv sekvencniho okoli na konformacni
chovani aminokyselin v peptidech

Jednou z moZnych cest mapovani konformacniho
chovani aminokyselin v peptidech a proteinech je postup,
pfi kterém se bere do Uvahy bezprostiedni sekvencni
a strukturni kontext dané aminokyseliny napf. v tri- nebo
pentapeptidu. Pravé pentapeptid je nejmensi peptidovou
jednotkou, ve které miize vzniknout stabilni helikalni kon-
formace tvofend vSemi vytvéafejicimi aminokyselinami.
Jde tedy o mapovani aminokyselinovych preferenci
v kontextu dalSich aminokyselin. Je samoziejmé nemozné
uréit takové chovani pro vSechny kombinace vSech
20 aminokyselin v pentapeptidu, existuje nicméné zplisob
jak zjistit, zdali tento vliv okoli ovliviiuje i chovani a pre-
ference dané aminokyseliny. Za timto ucelem se konstruuji
tzv. ,,guest-host™ peptidy, kdy vliv okoli (a pfedevsim pre-
ference pro torzni thly ¢ a y) je modelovan glycinem nebo
alaninem®. Dan4 aminokyselina si pak uchovava &astené
vlastnosti, které demonstrovala v uspotadani dipeptidu,
a CasteCné je prizpusobuje danému peptidovému kontextu
reprezentovanym predevS§im délkou peptidu. Takové stu-
die jsou velmi dulezité pro popsani vlivu nekovalentnich
interakei v peptidu na jeho konformac¢ni vlastnosti a dyna-
mické chovani.

V posledni pravé publikované studii® jsme pouzili
metody molekulové dynamiky na ,,guest-host” alanino-
vych pentapeptidech (AAXAA), které slouZzily jako model
pro nesbaleny ¢i denaturovany stav proteinu. To nam po-
mohlo pii ur€eni skute¢nych preferenci jednotlivych ami-
nokyselin v tomto modelovém systému. Vytvorili jsme
reprezentativni statistické soubory, které byly v dobré sho-
dé sexperimentdln€ urcenymi hodnotami chemickych
posuntt v NMR, a ukézali, ze jejich chovani je daleko od
predpokladaného ndhodného chovéni. Preference pro kon-
krétni konformacni stav jednotlivych aminokyselin byly
nejen vzajemne rozdilné, ale podléhaly také vlivu prostiedi
(mocovina) nebo podminkam tepelné denaturace proteint.
Simulace molekulovou dynamikou déle umoznily detailng
prozkoumat reprezentativni konformacni uspotradani da-
nych soubord a vysvétlit tak hodnoty souboroveé-

391

Referat

180 :""'=
4 e d
« NP 't s
e - e - R
by = 4------ '
~  Pes
= Olmeamgemecss —
hlea.ar: a :
s
1:11] el 1 I
180 0 180

Obr. 10. Oblasti na Ramachandranové diagramu s vyznadeny-
mi specifickymi konformacemi hlavniho Fetézce: pravotocivy
o-helix (ag), levotodivy a-helix (o), polyproline II levoto¢ivy
helix (PIIL), polyproline I pravotoc¢ivy helix (PIR) a zbyvajici
B extendovana oblast (nPB)

zprimérovaného chemického posunu. Uvefejnéni tako-
vych dat umozni lepsi a realistiCtéjsi vytvareni strukturnich
modelll a poskytuje zaklad pro vysvétleni a interpretaci
experimentd. Vysledky studie a jeji zavéry lze dobte doku-
mentovat na piikladu konformacniho chovani threoninu za
normalnich podminek ve vodném prostiedi, za zvySené
teploty, kterd modeluje tepelnou denaturaci (498 K),
a kone¢n¢ v 8M smési mocoviny a vody. Pro interpretaci
je nutné vysvétlit, jaké konformacni oblasti jsou pro dany
aminokyselinovy fetézec definovany a jakym zptisobem
kvantitativné urcit pravdépodobnost vyskytu v tomto sta-
vu. Ktomuto ucelu slouzi obr. 10, na kterém jsou
v jednotlivych kvadrantech Ramachandranova diagramu
znazornény rozdilné konformacni oblasti polypeptidového
fetézce, které charakterizuji typické sekundarni strukturni
prvky proteind a peptidt, pfechodtt mezi nimi a unikatni
konformacni stavy polypetidového fetézce.

Konforma¢ni  chovani threoninu v pentapetidu
AATAA za riznych podminek se nechd velmi dobfe ilu-
strovat pomoci nasledujiciho obr. 11.

Na obr. 11 jsou znazornény struktury pentapeptidu
charakterizujici rozdilné konformacni stavy definované na
Ramachandranové diagramu. Pfislusné populace za riz-
nych podminek ukazuji na velikost konformacni variabili-
ty pro dany stav a dobfe ilustruji reprezentativni soubor,
ktery danou konformaci charakterizuje. Vysledky téchto
studii potvrdily, ze jednotlivé aminokyseliny maji jasné
a vzajemné rozdilné preference a tyto preference mohou
byt modulovany vlastnostmi rozpoustédla nebo teplotou.
Ackoli konformacni preference v nativnich podminkach
jsou vétsinou zachovany i v roztoku mocoviny, neplati
totéZz pro chovani a preference aminokyselin pfi tepelné
denaturaci. Nicméné je tieba zdiraznit, ze pro vétSinu
rezidui je jejich konformacni chovani invariantni vzhle-
dem ke zméné podminek, a jde tedy o chovani malého
poctu aminokyselin, které diktuji strukturni chovani celého
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Obr. 11. Jednotlivé typy konformaci pro X aminokyselinu pentapeptidu AAXAA ve vodé, 8M mocoviné a ve vodé pri teploté
498 K a jejich prislu$né reprezentativni soubory. (Pfevzato z cit.”’)

peptidu jako reakci na zménu podminek. To, co je asi nej-

vvvvvv

simulaci dobfe reprodukuji chovani aminokyselin
v globularnich proteinech, coz indikuje, Ze strukturni pre-
ference v proteinech jsou diisledkem strukturnich preferen-
ci jednotlivych aminokyselin.

7. Zavér a shrnuti

Konformacni chovani aminokyselin v proteinech je
urcujicim parametrem procesu oznaCovaného jako sbalo-
vani proteinti. Dlouhou dobu se ptedpokladalo, ze toto
chovani je disledkem pfedevsim vzajemné interakce po-
strannich fetézct a jejich konformacni chovani diktované
hlavnim fetézcem je vice ¢i méné uniformni (s vyjimkou
prolinu a glycinu). Jak se vSak ukazuje v posledni dobg, je
chovani aminokyselin silné¢ zavislé jak na sekven¢nim
kontextu peptidu ¢i proteinu, tak i na jeho délce. Chovani
izolovanych postrannich fetézcli nelze tedy promitat do
jejich chovani v proteinech ¢i peptidech. Navic se ukazuje,
ze presny energeticky popis konformacniho chovani ami-
nokyselin je zakladnim pozadavkem pro parametrizaci

392

empirickych potencialii a tento popis neni obecné trans-
ferabilni, pokud je bezprostfedni strukturni a chemické
okoli aminokyseliny zna¢né odlisné. Usp&sné pokusy repa-
rametrizaci nejvice pouzivanych potenciald pro studium
strukturovanych proteini tak prispely k pfesnéjsi interpre-
taci nejen jejich dynamického chovani a stavil, ale umoz-
nuji popis konformacnich soubort proteint, které za nor-
malnich podminek pevnou strukturu nemaji.
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The application of the physical principles governing
biomolecules in order to adopt their unique 3D structure
implies a need for reasonably accurate methods able to
map conformational hyperspace at the Gibbs free-energy
level. In the case of proteins, the question is rather com-
plex and includes the issue of at which level the local con-
formational preferences of amino acids in short sequential
context are propagated into the final protein structure. The
role of amino acid side chains is not quite clear in the
structural context because the backbone preferences define
the number of possibilities available for the side chains to
interact. This could crucially constrain the spatial possibil-
ity of finding the near-energy optimum geometry for each
interacting side chain.

It is well-known that the precise balance between
propensities for helical and extended structures is an es-
sential property of any force field intended for simultane-
ous description of folding a-helical, B-sheet, or mixed
protein architectures, as well as their unfolded states. As
was documented in the not so distant past, the simulations
of short alanine-based peptides have revealed overrated
helical tendencies of current force fields.

In this paper we discussed the issue from three differ-
ent perspectives. First, how to improve empirical force
field parameters by corrections obtained from high level
ab initio calculations. Second, how these corrections can
be implemented into a force field in a relatively simple
way, and third, how the sampling of conformational space
by metadynamics reflects the corrections towards a better
agreement with experimental results.



