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Tiivistelma

Foldameerit ovat oligomeerejé, joilla on stabiili sekundéaarirakenne eli niilla on kyky
laskostua. Foldameerien syntetisointi ja karakterisointi on usein melko vaikeaa. Tés-
ta syysta niiden rakenteen ja ominaisuuksien tutkimiseksi on kehitelty useita erilaisia
laskennallisia malleja. Laskennalliset menetelmét jakautuvat kvanttimekaniikan mene-
telmiin ja molekyylidynamiikkaan. Molekyylidynamiikka perustuu klassiseen mekaniik-
kaan. Siind yksittéisid atomeja késitelladn palloina, joilla on muuttumaton varaus. Ato-
mien valiset sidokset on yksinkertaistettu jousiksi, joilla on tasapainotila, joka on sama
kuin kokeellinen tai laskennallinen sidospituus. Kvanttimekaniikan menetelmilla voi-
daan tutkia molekyylien konformaatioiden energioita, kun taas molekyylidynamiikalla
pystytdaan mallintamaan molekyylien tai atomien kiytosté liuos- tai kiintedssa tilassa.
Téassé tyossa padpaino on erityisesti molekyylidynamiikan menetelmien hyodyntamises-

sé foldameerien tutkimuksessa.
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Esipuhe

Pro gradu -tutkielma tehtiin syksylla 2015 Jyvéaskyléan yliopistossa kemian laitoksella
orgaanisen kemian pédaineessa. Kirjallisuusviitteet on haettu Scifinder-tietokannasta.
Kokeellinen osa suoritettiin syksylla 2014 Jyvéaskylan yliopistossa kemian laitoksella
orgaanisen kemian padaineessa.
Haluan kiittda tutkielman ohjaajia professori Maija Nissisté ja akatemiatutkija Ger-

rit Groenhoffia.
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Lyhenteet ja vierasperaiset sanat

AIMD ab initio -molekyylidynamiikka
DCE 1,2-dikloorietaani

DFT tiheysfunktionaaliteoria

ESP sidhkostaattinen potentiaali

GAFF yleinen AMBER-voimakentta
HF Hartree-Fock-teoria

MC Metropolis Monte Carlo -menetelma
MD molekyylidynamiikka

MM molekyylimekaniikka

MP2 toisen asteen Mgller—Plesset hairioteoria

NDDO differentiaalisen peittymisen huomiotta jattdminen

NPT tila, jossa ainemééra (N), paine (P) ja lampétila (T) pysyvét vakiona

NVT tila, jossa aineméérd (N), tilavuus (V) ja lampétila (T) pysyvéit vakiona

PBC jaksolliset reunaehdot

REMD replikanvaihtomolekyylidynamiikka
RESP hallittu sidhkostaattinen potentiaali
RMSD atomien sijaintien nelicllinen keskihajonta

SEQM semiempiirinen kvanttimekaniikka



1 Johdanto

Suurin osa biokemiallisista prosesseista, kuten katalyysi, elektronien siirtoreaktiot ja
spesifinen sitoutuminen, ovat laskostuneiden biomolekyylien suorittamia.! Laskostu-
minen mahdollistaa biomolekyylien toiminnan ja asettaa ne termodynaamisesti ja ki-
neettisesti edullisimpaan konformaatioon. Laskostuminen, johon liittyvét vetysidosten
muodostuminen, elektrostaattiset ja hydrofobiset vuorovaikutukset, ei rajoitu ainoas-
taan biomolekyyleihin. Synteettiset keinotekoiset oligomeerit, jotka laskostuvat liuok-
sessa stabiiliin sekundéarirakenteeseen, pystyvét jaljitteleméén joitakin laskostuneiden
biomolekyylien toimintoja. Niitéd oligomeereji kutsutaan foldameereiksi.?*? Biologinen
evoluutio, suunnattomasta moninaisuudestaan huolimatta, on rakentunut proteiinien
20 aminohapon ja nukleiinihappojen neljan eméksen ympérille. Foldameereja pystytaan
sen sijaan rakentamaan loputtomasta méadrasta eri rakennusosia ja niiden padketjulle
voidaan tehdd ddreton maara muutoksia.

Foldameerit voidaan jakaa kahteen luokkaan esimerkiksi sen mukaan, sisdltaako
niiden monomeeri aromaattista ryhmié vai ei.® Alifaattisissa foldameereissi tyydyt-
tyneet hiiliketjut erottavat toisistaan amidi- tai urearyhmiéa. Esimerkiksi (§-, v-, 6-
peptidit, oligoureat, atsapeptidit, pyrrolilonit, a-aminoksipeptidit ja sokeripohjaiset
peptidit kuuluvat alifaattisiin foldameereihin (Kuva . Aromaattisten foldameerien
padketjussa esiintyy jokin aromaattinen ryhmé. Aromaattisia foldameereja ovat esi-
merkiksi aryyliamidi-, oligohydratsiini- ja vetysitoutuneet fenyleenietyleenifoldameerit.
Suurin ero aromaattisilla ja alifaattisilla foldameereilld on se, ettd aromaattisten folda-
meerien m-m-vuorovaikutukset ja aromaattisten renkaiden geometria tekevét niista ra-
kenteeltaan jaykempid. Aromaattisilla aryyliamidifoldameereillda on havaittu lukuisia
mielenkiintoisia ominaisuuksia, kuten stabiilisuus ja laskostuneiden konformaatioiden
ennustettavuus. Lisiksi ne ovat suhteellisen helppoja kiteyttis ja syntetisoida.” Niisté,
syistd johtuen aromaattisia foldameereja on kiytetty biologisissa sovelluksissa, mole-

kyylitunnistuksessa (molecular recognition), katalyytteiné ja materiaalitieteissa.
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Kuva 1: Esimerkkeja alifaattisten ja aromaattisten foldameerien pidketjuista.

2 Laskennalliset menetelmat

Laskennallisessa kemiassa tutkitaan molekyylien rakennetta ja toimintoja laskennalli-
silla malleilla ja simulaatioilla. Laskennallisella kemialla pystytdan tutkimaan ominai-
suuksia ja ilmicita, joita ei ole mahdollista tutkia kokeellisilla menetelmilla, tai ne voivat
tarjota tukea ja lisdtietoa kokeellisille tuloksille. Laskennalliset menetelmat jakautuvat
kvanttimekaniikan menetelmiin, joihin kuuluvat ab initio- ja semiempiiriset menetel-
mat, kvanttimekaniikka ja tiheysfunktionaaliteoria, sekd klassisiin menetelmiin, joita

ovat esimerkiksi molekyylidynamiikka ja Monte Carlo -menetelmit.?

2.1 Kvanttimekaniikan menetelmat
2.1.1 ab initio -Menetelmat

Jos halutaan mallintaa molekyylien ominaisuuksia suurella tarkkuudella, kiytetdén ab
initio -menetelmia, joissa lasketaan kaikki molekyylin ominaisuudet kvanttimekaniikan
ensimmaisisté periaatteista (ab initio) lahtien kiyttdméatta lainkaan kokeellisia tulok-
sia.” Yksinkertaistettuna ab initio -menetelmissi ratkaistaan numeerisesti Schrodin-
gerin yhtélod (Kaava 1). Schrodingerin yhtdlo kuvaa elektronien ja ytimien liikkeita.

Yhtalo voidaan kirjoittaa muodossa:

Hy = Evy, (1)

H
N



missé H on Hamiltonin operaattori (koostuu liike- (T) ja potentiaalienergiaoperaatto-
rien (‘7 ) summasta H=T+ \7), 1 on aaltofunktio ja E on elektronien ja ytimen muo-
dostaman systeemin energia. F saadaan siis operoimalla sitd vastaavaa aaltofunktiota
systeemin H:lla. Aaltofunktio 1 voidaan ratkaista tarkasti ainoastaan vedylle.

Yksi yleisimmistd menetelmista ratkaista aaltofunktio monielektronisysteemeille ap-
proksimatiivisesti on Hartree-Fock-teoria (HF).” Siind approksimoidaan n-elektronista
systeemié yhdelld Slaterin determinantilla. Slaterin determinantista voidaan variaatio-
menetelmalld 16ytaa ratkaisu aaltofunktiolle, miké johtaa Hartree-Fock-orbitaaleihin ja
systeemin energiaan.

Vuonna 1951 Rootran esitti ettd Hartree-Fock-orbitaalit voidaan esittda tunnetujen
funktioiden kantajoukkona.® Kun kiiytetiin kantajoukkoa, aaltofunktiot ja operaattorit
on mahdollista esittda matriiseina, joiden késitteleminen on tietokoneille yksinkertais-
ta.” Tastéd johtuen kantajoukoista on tullut yleisin tapa esittéié kaikki orbitaalimallit
tietokonelaskennassa. Samoja kantajoukkoja kiytetadn kaikissa kvanttimekaniikan las-
kennallisissa menetelmissa.

Hartree-Fock-teoria ei ota huomioon elektronikorrelaatiota, mika voi johtaa systee-
min energiaa laskettaessa suureen poikkeamaan kokeellisista tuloksista. Téstd syysta
on kehitetty HF:aan perustuvia menetelmié, joissa otetaan huomioon elektronikorre-
laatio. Esimerkiksi Mgller—Plesset hairidteoriassa korrelaatio otetaan huomioon Fock-

operaation perturbaationa.”

2.1.2 Tiheysfunktionaaliteoria

Aaltofunktion kaytto tekee ab initio -menetelmista laskennallisesti raskaita, koska aal-
tofunktiolla on useita muuttujia (N-3N, jossa N on elektronien lukuméérd). Muuttujien
méadrida voidaan rajoittaa tiheysfunktionaaliteorialla (density functional theory, DFT),
jossa perustilan energia, aaltoyhtdlo ja muut molekyylin elektroniset ominaisuudet las-
ketaan perustilan elektronitiheydesti po(x,y,2) kolmen muuttujan funktiona.” Tamé&
elektronitiheys py voidaan kirjoittaa perustilan elektronisen energian Ej funktionaalina
Ey = Eq[po], josta Ey voidaan esimerkiksi ratkaista Kohn-Sham-menetelmélla.® DFT
on paljon kdytetty menetelmé foldameerien erilaisten ominaisuuksien mallintamiseen.

Funktionaaleja, jotka yhdistavéit ab initio -menetelmia ja tiheysfunktionaaliteoriaa, kut-



sutaan hybridifunktionaaleiksi. Yksi yleisimpié hybridifunktionaaleja on B3LYP.“

2.1.3 Semiempiirinen kvanttimekaniikka

Semiempiirissd menetelmissd kiytetddin Hamiltonin operaattoria, jota on kevennetty
kokeellisiin tuloksiin perustuen. Esimerkiksi AM1% ja PM3%Y ovat semiempiirisid, me-
netelmié, jotka perustuvat kaksiatomisen differentiaalisen peittymisen huomiotta jatté-
misen (NDDO, englanniksi neglect of diatomic differential overlap) approksimaatioon.!2
Semiempiiriset menetelmét eivét usein onnistu ennustamaan oikein peptidien ja proteii-
nien sekundéarirakennetta, mika rajoittaa niiden kiyttoad oligomeerien ja foldameerien

mallintamisessa.*

2.2 Klassiset menetelmat
2.2.1 Molekyylidynamiikka

Kevennettynakin kvanttimekaniikkaan perustuvat menetelmét ovat liian raskaita isojen
systeemien, kuten liuostilojen, mallintamiseen. Sen sijaan kdyttamélla molekyylidyna-
miikkaa (MD) voidaan simuloida hyvin raskaiden systeemien (yli 10000 atomia) liikkeita
ajan funktiona.?1415 Molekyylidynamiikka on klassinen menetelmi, jolla tarkoitetaan
sitd, etta sen kiyttamaéassa fysiikassa ei kiytetd kvantittumisen késitettéd. Kaikki klassiset
simulaatiomenetelmét pohjautuvat matemaattisista funktioista ja para- metreista koos-
tuviin voimakenttiin, jotka kuvaavat molekyylien siséisié ja ulkoisia vuoro- vaikutuksia.
Klassisten menetelmien keveys perustuu oletukseen, ettd systeemin pienin osanen on
atomi eivitké elektronit ja atomien ytimet kuten kvanttimekaniikassa. Tyypillisen em-
piirisen voimakentédn potentiaalienergia koostuu sidosenergioiden (kemiallinen sidosten
venyvyys, sidoskulmien muutokset ja sidosten kiertyminen) ja ei-sitoutuvien potenti-
aalienergioiden (sdhkostaattiset ja van der Waals -vuorovaikutukset) summasta (Kuva
2). Esimerkiksi AMBER™ ja GAFF™ (general AMBER force field, yleinen AMBER

voimakentti) voimakenttien potentiaalienergia lasketaan seuraavasti:

Bij | ag;
Viot = Z Kr(r_req Z KOQ 96[] +Z 1+COS TL¢) ’7 +Z 12 RGJ—'_%]’ (2)
i Erltij

stdokset kulmat tor i<j Z]



missd K ja V,, ovat voimavakioita, r on atomien vélinen etéisyys, § on kolmen atomin
vilinen kulma, eq tarkoittaa arvoa tasapainotilassa (mééritetty kokeellisesti tai kvant-
timekaniikan menetelmilld), n on multiplisiteetti, ¢ on torsiokulma ja v on kokeellinen
kulma-arvo, joka antaa minimienergiatorsiokulman. Viimeiselld summatermilla laske-
taan sidhkostaattiset ja van der Waals -vuorovaikutukset. Parametrien A ja B avulla
lasketaan van der Waals - (A) ja Londonin voimista johtuva potentiaali (B) ja osit-
taisvarauksilla ¢; ja ¢; lasketaan molekyylin atomien 7 ja j valisen sdhkostaattisesta
vuorovaikutuksesta syntyva potentiaali, missa ¢, on dielektrinen vakio. Termi R;; on
atomien ¢ ja j vélinen etaisyys.

Osittaisvaraukset ¢; ja ¢; ovat harvoin suoraan oikein voimakentissd. Tamé vir-
he johtaa véaristyneisiin sahkostaattisiin potentiaaleihin ja vaikuttaa suoraan MD-
simulaation tarkkuuteen. Oikeiden varausten 16ytamiseksi voidaan kiyttaéd sdhkostaat-
tista potentiaalia (ESP, englanniksi electrostatic potential)**- tai hallittua sihkostaat-
tista potentiaalia (RESP, englanniksi restrain electrostatic potential)*-menetelmié.
ESP-menetelméssid molekyylin (rakenne optimoitu ensiksi jollain ab initio- tai DFT-
menetel- mélld) yksittdisen atomin keskuksen ldhelle luodaan sdhkostaattinen potenti-
aali ja muodostuneesta dipolista lasketaan atomin varaus. ESP-menetelméan on havait-
tu yliarvioivan varauksia isommilla molekyyleilld. Ongelman korjaamiseksi on kehitelty
RESP-menetelmé, jossa sihkostaattista potentiaalia rajoitetaan erillisilla hallintafunk-

tioilla.

Kuva 2: Atomien viliset vuorovaikutukset joille lasketaan potentiaalienergiat voima-
kentissa.

Kun integroidaan numeerisesti Newtonin liikeyhtaloitd yhdistdmalld niihin voima-
kenttien potentiaalit, saadaan mallinnettua simulaation kaikkien atomien liikkeet ajan
funktiona. MD-simulaatiossa ratkaistaan Newtonin liikeyht&lot N:114 vuorovaikutukses-

sa olevalle atomille:

(927"1'

my;



missé m; on atomin ¢ massa, r; sen paikka, F; sithen vaikuttava voima ja ¢ on aika.
Voima voidaan esittdd myos voimakenttien potentiaalien avulla:

Yhtalot 4 ja 5 voidaan yhdistaé jolloin saadaan:

82’/“i GV(’I“Z)
Mo T or; (5)

Yhtéaloa b ratkaistaan numeerisesti pienissé aika-askelissa. Samalla pidetdan huolta, etté
systeemin lampdétila ja paine pysyvét halutuissa arvoissa. Atomien koordinaatit kirjoi-
tetaan tulosteeseen tietyin valiajoin, mistd syntyy systeemin trajektori atomien koor-
dinaateista ajan funktiona. Lopullinen simulaatio tapahtuu tasapainotuksen jalkeen,
jolloin tapahtuu potentiaali- ja liike-energian vilistd vaihtoa ja systeemin energia kon-
vergoituu. Tasapainotrajektorin keskiarvoista saadaan tietoa simulaation molekyylien
geometriasta ja energioista.t? Trajektorista voidaan tunnistaa eri konformaatiot esi-
merkiksi atomien sijainnin neliolliselld keskihajonnalla (RMSD, englanniksi root-mean-
square deviation of atomic positions), jolla voidaan laskea kuinka paljon simulaation eri
rakenteet eroavat lihtorakenteesta tai molekyylin kokeellisesta rakenteesta.“? Kahden

molekyylin vélinen RMSD lasketaan kaavalla:

(2

N
1 z : kon formaatio Ghto
_ lahtorak 2
RMSD — N |Tz‘ _ plahtora enne’ ,
i=1

konformaatio . Tl'dhtb‘rakenne
i i

misséd N on molekyylin padketjun atomien maéra ja r simu-
laatiosta 10ytyneen konformaation atomin i etéisyys lahtorakenne molekyylin atomiin
1. RMSD:1la voidaan siis laskea kuinka paljon kahden eri molekyylin atomien koor-
dinaatit keskimédrin eroavat toisistaan. Jos etsitddn rakenteelle pelkdstdédn minimi-
potentiaalienergiaa voimakentén avulla ilman aika-askelia, puhutaan molekyylimeka-
niikasta (MM) MD:n sijaan.

MD-simulaation onnistumisen edellytyksené on se, etté siihen kiytetyn voimakentan
parametrit ovat riittdvan tarkkoja kuvaamaan mallinnettavaa systeemié. Téastéd syys-

té eri systeemeille on kehitetty omanlaisia voimakenttia. Nykyiset voimakentéat, kuten



AMBER", CHARMM®Z!, GROMOS?? ja, OPLS?%¥, on kehitetty ennen kaikkea proteii-
neille ja nukleiinihapoille. Kun halutaan simuloida muita molekyyleja, esimerkiksi folda-
meerejé, tarvitaan yleensa voimakentén parametrien muokkausta, jotta ne soveltuisivat
paremmin niille molekyyleille. Tésté syystd on kehitetty voimakenttid, kuten UFF44
ja GAFFYY jotka soveltuvat paremmin kaiken tyyppisille molekyyleille.*? Kaikki ato-
mit (AA, englanniksi “All-atom”) voimakentét kuten esimerkiksi OPLS-AA%” tarjoavat
erilliset parametrit jokaiselle systeemin atomille (mukaan lukien vedyt), kun taas yhdis-
tetyt atomit (UA, englanniksi “united-atom”) voimakentissi yhdistetdan vedyt ja hiilet
ja kiytetddn niille yhteisid parametreja.

MD-simulaatioissa isoja systeemejé, kuten dérettoméan kokoiset liuossysteemit, ap-
proksimoidaan jaksollisilla reunaehdoilla (PBC, englanniksi periodic boundary condi-
tions).“? PBC:ssé systeemi pilkotaan alkeiskoppeihin, ja kun siiné oleva molekyyli ylit-
taa alkeiskopin rajan, se palaa takaisin alkeiskoppiin vastakkaiselta puolelta samalla

nopeudella. Erilaisille simulaatiosysteemeille kiytetdan hyvin erilaisia alkeiskoppeja.

2.2.2 Metropolis Monte Carlo -menetelmé

Statistiseen mekaniikkaan perustuvalla Metropolis Monte Carlo -menetelmélld (MC)
voidaan simuloida sitd, mitki rakenteet on energeettisesti mahdollisia.”® Toisin kuin
molekyylidynamiikalla Metropolis Monte Carlo -menetelmalla ei voida simuloida ajas-
ta riippuvia suureita, kuten liike-energiaa. Aluksi MC-menetelméssa madritetdan 1ahto-
rakenteen (loydetty kokeellisesti tai laskennallisesti) koordinaatit. Témén jilkeen koor-
dinaatteja muutetaan satunnaisesti. Muutoksen todennéakoisyys lasketaan Boltzmannin

tekijallis:

p(tz:la2) _ VimV)/KT _ ~AV/KT (6)
p(tilal)

missd p on todennékoisyys sille, ettd molekyyli on kyseissa tilassa, V' on tilan potentiaa-
lienergia, k£ Boltzmannin vakio ja 7" on molekyylin ldmpdotila. Tamén jéalkeen arvotaan
satunnaisluku nollan ja yhden valilta. Jos muutoksen todennékoisyys on pienempi kuin
satunnaisluvun arvo pidetdan lahtorakenteen koordinaatit ja aloitetaan prosessi uudes-
taan. Jos taas todennékoisyys on suurempi, aloitetaan MC-prosessi muutetuilla koor-

dinaateilla. Metropolis-algoritmi, joka on kéytetyin Monte Carlo -algoritmi, on esitetty



Kuvassa [3127

1. Miiritetddn ldhtorakenteen koordinaatit.

2. Valitaan ldhtorakenteesta jokin atomi ja
muutetaan satunnaisesti sen koordinaatteja.

3. Lasketaan tistd aiheutuva potentiaalienergian
muutos AV.

4. Jos AV < 0 otetaan uudet koordinaatit kiytt6on
ja siirrytddn kohtaan 2.

5. Jos AV > 0 arvotaan satunnaisluku R vililtad [0,1].

AV/KT

A.jose < R pidetdin vanhat koordinaatit ja

siirrytddn kohtaan kaksi.

-AV/KT

B.jose > R otetaan muutetut koordinaatit

kdyttoon ja siirrytddn kohtaan kaksi.

Kuva 3: Metropolis-algoritmi.

2.2.3 Kopionvaihtomolekyylidynamiikka

Kopionvaihtomolekyylidynamiikka (REMD) yhdistéad Monte Carlo -menetelmén ja mo-
lekyylidynamiikan.*® REMD-simulaatioissa ajetaan useita kopioiksi kutsuttuja MD-
simulaatioita eri lampotiloissa. Valitun aika-askeleen jalkeen termodynaamisesti lahella
toisiaan olevien systeemien kopioiden atomien koordinaatteja vaihdetaan, jos tdmén
vaihdoksen hyviaksyttavyyskerroin eli todennakdisyys on riittavin suuri. Hyvaksytta-

vyyskerroin lasketaan Monte Carlo -menetelmén Boltzmannin tekijan avulla (Kaava

[6):

Py = min(1, el (/KT =1/KT;)- (Vi =Vl (7)

missé ¢ ja j ovat kaksi termodynaamisesti ldhelld olevaa kopiota, joiden potentiaa-
lienergiat ovat V; ja V; ja lampdotilat T; ja T;. F;; on kopion vaihdon hyvaksyttavyys-
kerroin. REMD-simulaatioissa voidaan estdd energiatilaa jadmastd paikalliseen mini-
mienergiaan vaihtamalla matalammalla lampdétilalla oleva kopio korkean lampdétilan ko-

pioon, jolloin energiatila nousee paikallisesta minimienergiakuopasta ja hakeutuu taas



todellista minimienergiaa kohti.

3 Foldameerien laskennallinen tutkimus

3.1 Aryyliamidifoldameerit

3.1.1 GAFF-voimakentin parametrisointi

® ® ®
H2NYNH2 ® NH3 NENG HzNEI}/NHZ
HsN 8
NH \ g NH
0 0
HaN NHsg
o o) o) o
1A

Kuva 4: Aryyliamidifoldameeri 1A.

%2 ovat parannelleet GAFF-voimakentin parametreji kuvaamaan pa-

Pophristic et a
remmin aryyliamidifoldameeria 1A (Kuva , joka on mahdollinen hepariinin vasta-
aine, vuorovaikutuksia hepariinin kanssa. GAFF-voimakentén torsionaalisia paramet-
rejd muokattiin DFT-laskuihin perustuen ja tdmén jdlkeen tehtiin vertailevat MD-
simulaatiot sekd muokkaamattomalla ettd muokatulla GAFF-voimakentilld, joissa aryy-
liamidifoldameeri 1A oli hepariinin kanssa vedessid (Kuva [5C). Vertailussa havaittiin,
ettd torsiokulmien jakaumat erosivat toisistaan merkittavésti eri voimakentillda (Kuva
). Aryyliamidin huomattiin olevan joustavampi kiytokseltdan, kun kiytettiin muo-
kattua GAFF-voimakenttdd, silld muokatulla voimakentélla C,-C, torsiokulman kdan-

tyminen vaati vihemmaén energiaa kuin alkuperaiselld voimakentéalla. Joustavuus johtaa

myos suurempaan vuorovaikutukseen hepariinin kanssa, miké nékyy kuvassa [pC.
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Kuva 5: A) Aryyliamidifoldameerin olennaisimmat torsiokulmien jakaumat MD-simulaatioissa
vedessi kiyttden alkuperdistia GAFF-voimakenttad (Original FF) ja muokattua GAFF voima-
kenttaéd (Modified FF). B) Aryyliamidin pituuden vaihtelu vesisimulaatiossa eri voimakentilla.
C) Aryyliamidin (keltainen alue) sitoutuminen hepariiniin (punainen alue). Otos simulaa-
tioista, (a) alkuperiinen GAFF ja b) muokattu GAFF). Reprinted with permission from?2%,
Copyright (2006) American Chemical Society.

Muokatun GAFF-voimakentin parametrien paikkansapitavyytta testattiin ab ini-
tio -molekyylidynamiikka (AIMD) -simulaatiolla, jossa lasketaan atomeihin vaikuttavat
voimat ab initio -menetelmilld Newtonin mekaniikan sijaan.2? Yhdisteestd 1A tehtiin
pelkistetty malli 1B (Kuva @a), jossa poistettiin guanidiiniosat arginiiniketjuista se-
ki varaukset korvaamalla NHZ -ryhmét metyyliryhmilld. Télldin pédketjun torsiokul-
mia kontrolloivat C,-C,. ja C,-N sidokset eivitka varauksista aiheutuvat elektrostaat-
tiset vuorovaikutukset. Téata mallia simuloitiin kaasufaasissa 9 ps kiayttaméalla HCTH-
tiheysfunktionaalia.®? Simulaatio osoitti, ettd muokatun AIMD-simulaation torsiokul-
mien jakaumat ovat samankaltaiset kuin muokatulla GAFF-voimakentilld saadut ja
selkedisti poikkeavat alkuperdiseen GAFF-voimakenttaén verrattuna (Kuva |§| b ja c).

Kun tutkittiin DFT-menetelmélld erilaisten aryyliamidimonomeerien 1C-1F C,-C,,
ja C,-N sidosten torsiokulmia, havaittiin ettd substituenteilla on merkittéva vaikutus
aryyli-amidisidoksen torsiokulmiin (Kuva |§|b)'31I Yhdisteilla joilla oli orto-metoksi subs-
tituentti, C,-C, ja C,-N torsiokulman kéddntyminen vaati selkedsti enemmén energiaa,

kuin yhdisteilla, joilla ei ollut substituenttia. Jaykkyys johtuu substituentin hapen si-
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doksesta amidivedyn kanssa, mikd nostaa torsiokulman energiakynnystd. Tamé osoit-
taa selvisti, ettd voimakentdn parametrisoinnissa pitdd ottaa huomioon substituentin
vaikutus.

Torsiokulmien lisdksi foldameerien konformaatioiden muodostumiseen vaikuttavat
merkittivisti atomien osittaisvaraukset.®#53 Aryyliamidifoldameerien konformationaa-
lisessa kidyttaytymisessd on havaittu merkittavia eroa riippuen siitd onko varaukset
16ydetty ESPY. vai RESP-menetelmilli"™?.®4 Tulokset olivat yhteneviisis kokeellisten
NMR-spektrien kanssa, kun aryyliamidifoldameerin yhdelle monomeerille 1D (Kuva
6b) tehtiin MD-simulaatio® kolmessa liuottimessa (vesi, metanoli ja kloroformi) kéy-
tettien RESP-menetelmills laskettuja osittaisvarauksia. ESP-menetelméilli®® muiden
parametrien pysyessd samana osittaisvarauksista tuli lilan suuria, miké johti elektros-
taattisten vuorovaikutusten yliarvioimiseen ja konformaatiojakaumaan, jossa suosittiin

virheellisen paljon veden ja monomeerin vélisia vetysidoksia.
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Kuva 6: Aryyliamidifoldameerin 1A pelkistetty malli 1B AIMD-simulaatiota varten (a).
Aryyliamidimonomeerit 1C ja 1E seké niiden orto-metoksisubstituoidut johdannaiset 1D ja

1F (b). Kahden torsiokulman jakaumat (c,d),

jotka esiintyviit AIMD-simulaatiossa (9 ps) ja

MD-simulaatiossa (4 ns). MD-simulaatiossa on kidytetty muokattua GAFF-voimakenttda ja
muokkaamatonta GAFF-voimakenttis. Reprinted with permission from??. Copyright (2006)

American Chemical Society.

3.1.2 Aryyliamidifoldameerikapselin

kompleksien MD-simulaatio

Kuva 7: Foldameerikapseli 2 ja sen sitoutumisalueet 1 ja 2. Reprinted with permission from®4.

Copyright (2014) Royal Society of Chemistry.



13

Helikaalisten aryyliamidifoldameerien on havaittu sitovan erilaisia pienmolekyyleja si-
sdansa, mutta taméan prosessin tarkka mekanismi on vield tuntematon. Téhan ongel-
maan etsittiin ratkaisua molekyylidynamiikalla. Foldameerikapselille 2 (Kuva [7]) tehtiin
MD-simulaatiot, joissa kilytettiin aiemmin optimoitua GAFF-voimakenttda*” ja viitts
eri foldameeriin sitoutuvaa substraattia (vesi, vetyperoksidi, hydratsiini, muurahais-
happo ja metanoli).*¥ Liuotinympéristén vaikutusta sitoutumiseen tutkittiin kéytta-
mélla polaarisuudeltaan ja vetysitoutumiseltaan kolmea erilaista liuotinta (vesi, meta-
noli ja kloroformi). Simulaatiot tehtiin laatikoissa, joiden sivujen pituudet vaihtelivat
noin 50-60 A vililld, ja ne sisalsivit yhden kapseli-substraatti kompleksin ja noin 3500
liuotin molekyylid. Kapseli-substraatti-kompleksi muodostettiin laittamalla substraat-
ti tasapainotetun foldameerikapselin keskelle. Simulaatiot aloitettiin tasapainottamalla
systeemit 500 ps ajolla, jossa pidettiin paine (1 atm) ja lampotila (300 K) vakioina
(NPT). Niita seurasivat lopulliset simulaatioajot, jotka kestivéit 50 ns, ja joissa lampo-
tila ja tilavuus pidettiin vakioina (NVT).

Simulaatiot osoittivat, ettd vetysidokset ovat tédrkeéssd roolissa substraatin sitou-
tumisessa kapseliin.®* Foldameerin havaittiin vetysitoutumisen perusteella jakautuvan
kahteen sitovaan alueeseen (Kuva[7). Alue 1 koostuu kahdesta amidivedystd (Am1(Am1’)
ja Am2(Am2’)) ja kahdesta kinoliinitypestd (Qnl(Qnl’) ja Qn2(Qn2’)). Alue 2:ssa sub-
straatti sitoutuu Am3(Am3’) amidivetyyn. Sitoutumisalueiden viliin jadvét pyridiinit
Py3 ja Py3’, joihin my6s osa ligandeista sitoutuu. Kuvassa 8| on esitetty yleisimmat
substraattien sitoutumistilat.

Kiderakenteessa vesi on sitoutunut alueeseen 2, kun taas simulaatioiden perusteel-

la vesi on liuoksessa aina sitoutuneena alueeseen 1.2

Kiderakenteen staattisen tilan ja
dynaamisen liuostilan erolle saatiin vahvistusta simulaatiolla, jossa aloitusrakenteena
kdytettiin kiderakennetta. Vesi katkaisi simulaation edetessa sidoksensa alueeseen 2 ja
muodosti uudet sidokset alueen 1 kanssa. Tamé osoittaa, ettd kiderakenteet eivit vélt-
tamatta vastaa liuostilan ominaisuuksia. Veden lisdksi pelkdstéddn sitoutumisalueeseen

1 ovat sitoutuneena vetyperoksidi ja hydratsiini. Metanolilla ja muurahaishapolla on

kaksi sitoutumistilaa, joissa ne ovat sitoutuneena kumpaankin sitoutumisalueeseen.
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Kuva 8: Yleisimmaét sitoutumistilat foldameeriin 2. a) H,O, b) H2O9, ¢) NoHy, d) HCOOH ja
e) CH30H. Reprinted with permission from®%. Copyright (2014) Royal Society of Chemistry.

Substraattien irtoamiselle foldameerista 2 16ydettiin kaksi mekanismia, ylhaalta tai
sivuttain irfoaminen (Kuva[9)). Ylhéélt irtoamisessa foldameerin konformaatio ei muu-
tu, kun taas sivuttaisessa irtoamisessa konformaatio muuttuu. Substraatin irtoamisme-
kanismi riippuu sen koosta ja mihin sitoutumisalueeseen se on sitoutunut. Pienempien
substraattien, jotka ovat sitoutuneet alueeseen 1, havaittiin irtoavan ylhaalta, kun taas
substraatit, joilla on sidoksia alueeseen 2, irtoavat sivuttain. Liuotin on myos térkeés-
sd roolissa irtoamisessa. Esimerkiksi hydratsiinin irtoamismekanismi vaihtelee kloro-
formissa (ylh&éltd) ja metanolissa (sivuttain). Témén havaittiin johtuvan siitd, etté
metanoli sitoutuu foldameerin sivusta hydratsiinin typpiin. Veden havaittiin sitoutu-
van substraatteihin foldameerin ylédosasta, misté johtuen vierasmolekyylit irtoavat aina
ylakautta vedessa.

Néamé kaksi mekanismia osoittavat, ettei foldameerin laskostuminen vaikuta sub-
straatin irtoamiseen tai kiinnittymiseen. Substraatin irtoamistavasta riippumatta, fol-
dameeri palautuu helikaaliseen rakenteeseen 100 ps jalkeen. Néiden tulosten perusteella
vierasmolekyyli kiinnittyy samalla mekanismilla kuin irtoaa ja substraatin sitoutuminen

ja vapautuminen ovat matalan energiakynnyksen prosesseja.
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Kuva 9: Substraatin irtoamismekanismit: oikealla ylhdélta irtoaminen ja vasemmalla sivut-
tainen irtoaminen. Reprinted with permission from®#. Copyright (2014) Royal Society of Che-
mistry.

3.1.3 Kinoliinifoldameerien konformaatiotutkimus MD- ja Monte Carlo -

menetelmilla

0 A
%OJLN N~ T"co,Me
L HoF |
3:n=4 :

4:n=8

Kuva 10: Kinoliinifoldameerien 3 ja 4 monomeeri.

Zhang et al.®® ovat tutkineet kahden eri kinoliinifoldameerin (Kuva laskostumista
MD-simulaatioilla. Foldameeri 3 koostuu neljasta 7-amiini-8-fluori-2-kinoliinikarboksyy-
lihappomonomeeristé ja foldameeri 4 kahdeksasta (Kuva . Kummastakin foldamee-
ristd tehtiin kahden ja neljin foldameerin konformaatiot (3-2, 3-4, 4-2 ja 4-4), jois-
ta 3-4 ja 4-2 mallinnettiin kiyttien lihtokohtana kiderakenteita.®” Konformaatiot 3-2
ja 4-4 mallinnettiin Hyperchem-ohjelmalla.®® MD-simulaatioissa kiytettiin AMBER-
voimakentt#it?, jonka parametrit muokattiin Antechamber-ohjelmalla.®? Foldameerien
atomien osittaisvaraukset etsittiin RESP-menetelmilli™® HF /6-31G*4" tason teorialla
optimoiduista foldameerien rakenteista. Foldameerisysteemit luotiin ensiksi minimoi-
malla rakenteiden energia vakuumissa ja laittamalla ne kuutiolliseen alkeiskoppiin, jos-
sa ovat voimassa jaksolliset reunachdot (PBC). Alkeiskopit téytettiin TIP3P-mallin!
vesimolekyyleilla. Kaikki simulaatiot kestiviat 3,6 ns ja paineena kdytettiin 1 atm pai-

netta. Foldameereille tehtiin 14 erilaista simulaatiota, joissa lampdétila vaihteli 300-520
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K vililld (Kuva [L1).

500 K

3-2

Kuva 11: Foldameerien konformaatiot eri laimpétiloissa. Reprinted with permission from 3.

Copyright (2009) American Chemical Society.

MD-simulaatioiden perusteella konformaatiot 3-4 ja 4-2 olivat stabiileimmat, mika
on havaittu myos kokeellisesti, ja néistd MD-simulaatioden perusteella 4-2 on stabii-
limpi kuin 3-4.57 Konformaatioiden 3-2 ja 4-4 siirtymissi konformaatioihin 3-4 ja 4-2
havaittiin olevan korkea energiavalli, mika selittdd, miksei systeemeja 3-2 ja 4-4 ole ha-
vaittu kokeellisesti. Konformaatioiden helikaalisten rakenteiden stabiilisuuden havaittiin

johtuvan kinoliinien vélisista m-m-vuorovaikutuksista.
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Kuva 12: Kinoliinifoldameeri 5.

Kinoliinifoldameerille 5 (Kuva etsittiin konformaatioita Monte Carlo -menetel-
malld (MC).#2 Yhdisteelle 5 kiiytettiin lihtorakenteena laskostumatonta konformaatiota
Monte Carlo -tyylisessi konformaatiohaussa Macromodel-ohjelmalla.*3 MC-menetelmél-
1& muutettiin 14 erilaisen sidoksen kordinaatteja. Rakenne hyviksyttiin, jos se oli 20
kJ/mol alemmalla energialla kuin ldhtérakenne. Kunkin rakenteen energiaa yritettiin
pienentaé korkeintaan 1000 kertaa. MC:114 16ydettiin 186 erilaista konformaatiota. Kun
konformaatioiden energiat minimoitiin MM3-voimakentalla®®, erilaisten konformaatioi-
den maéra pieneni 54:4én. Pienienergisimmaén konformaation, RMSD erosi kideraken-
teesta ainoastaan 0,377 A. Kaikki 16ydetyt konformaatiot olivat laskostuneita helikaa-

lisia konformaatioita.

Kuva 13: Yhdisteen 5 Monte Carlo -menetelmalla 10ydetty pienienergisin konformaatio ja
kiderakenne pasllekiin ylhaaltd ja sivulta kuvattuna. Reprinted with permission from“2. Co-
pyright 2005 John Wiley & Sons, Ltd.
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3.1.4 Pyridiini-2,6-dikarboksyyliamidifoldameerien konformaatiotutkimus Mon-

te Carlo -menetelmailli ja tiheysfunktionaaliteorialla

Kuuden erilaisen pyridiini-2,6-dikarboksyyliamidifoldameerin (Kuva konformaatioi-
ta etsittiin Monte Carlo -menetelméilla ja l6ydetyt konformaatiot optimoitiin tiheys-

funktionaaliteorialla (DFT).4

(@] (@]
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SRaRee
6
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N
(e} (0]

7
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o) (0] =
8:R=p-CNPh 10:R=Me
9: R =p-OMePh11: R=Bu

Kuva 14: Foldameerien 6-11 rakenteet.

Monte Carlo -menetelmissi potentiaalienergiat laskettiin OPLS-voimakentilla=?,
Loydetyt konformaatiot optimoitiin wB97D-X*® DFT-funktionaalilla ja 311G(d,p)4
kantajoukolla. Konformaatioiden stabiilisuuseroja tutkittiin laskemalla konformaatioille
Gibbsin vapaaenergiat 1 atm kaasufaasissa ja 298,15 K lampdétilassa. Naissa laskuissa
kiytettiin 3111G(d,p)++ kantajoukkoa.

Foldameereille 16ydettiin kolme stabiilia konformaatiota: S, @ ja h. Foldameereilla
6 ja 8-11 S-konformaatio oli kaasufaasissa stabiilein (Kuva [I5]), koska sitéd stabiloi
kaksi karbonyylihapen ja amidivedyn valistd vetysidosta. Muut konformaatiot olivat

kuitenkin energeettisesti hyvin ldhella S-konformaatiota (ero 0,2-3,4 kcal /mol; Taulukko

).
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Kuva 15: Foldameerin 6 yleisimmét konformaatiot. Foldameerien 8-11 konformaatiot ovat sa-
mankaltaiset. Konformaation h m-m-vuorovaikutukset on esitetty vihreiné pintoina ja nuolilla.
Reprinted with permission from“5. Copyright 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

Taulukko 1: Foldameerien 3-8 konformaatioiden energiaerot (kcal/mol) laskettuna wB97D-
X/311G(d,p) tason teorialla

\Foldameeri\ S ‘ Q ‘ h ‘

3 0 |1,3]04
4 541 0 |42
5 0 3402
6 0 [25]09
7 0 [21]13
8 0 [1,1]23

Foldameerilla 7 @-konformaatio oli stabiilein, koska silla oli eniten vetysidoksia (Ku-
va . Foldameerin 7 helikaalisella h-konformaatiolla ei ollut lainkaan vetysidoksia,
mutta sen fenyylien 7-m vuorovaikutukset tekivit siitd toiseksi stabiileimman (ero 4,2
kcal /mol). Kolmanneksi stabiilein oli S-konformaatio, jolla on ainoastaan yksi vetysidos,

mikéd nostaa sen energiaa @-konformaatioon néhden (ero 5,4 keal/mol).
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Kuva 16: Foldameerin 7 yleisimmét konformaatiot. Reprinted with permission from2. Copy-
right 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

DFT-optimoidut konformaatiot olivat hyvin ldhelld kokeellisesti havaittuja kidera-
kenteita, mutta kiderakenteet eivit olleet yhtd laskostuneita kuin DFT-rakenteet.*®
Tama voi johtua joko kiteen pakkautumisesta tai siitd, ettd DFT-menetelmé yliarvioi

aryyli-aryylivuorovaikutuksia.

3.1.5 Sulfonamidifoldameerin konformaatiotutkimus tiheysfunktionaaliteo-

rialla

Sulfonamideja, jotka ovat tarked antibakteerinen ladkeaineryhmaé, voidaan kayttaa myos
foldameerien rakenneosana.“” Sulfonamidifoldameerin 12 (Kuva konformaatioita
tutkittiin tiheysfunktionaaliteorialla (DFT) osana sen kiderakennetutkimusta.*® DFT-
laskuissa kiytettiin wB97XD“ funktionaalia ja def2-TZPV kantajoukkoa.?” Disper-
siovoimien huomioitta jattdminen, mikd on DFT-funktionaalien yleinen heikkous, on
korjattu wB97XD-funktionaalissa empiiriselld dispersioparametrilld, mikd mahdollistaa

my6s van der Waals-vuorovaikutuksien ja vetysidoksien kuvaamisen.

EpTRaNL e

o0~ "0 O \O

Kuva 17: Sulfonamidifoldameeri 12

Yhdisteen 12 konformaatioiden 12-1 (kiteytysliuotin EtOAc) ja 12-1T (kiteytysliuo-



21

tin 1,2-dikloorietaani (DCE)) koordinaatit otettiin suoraan kiderakenteista (Kuva|[18)).%8
Yhdisteelle 12 etsittiin minimienergiakonformaatio 12-III muuttamalla sulfonamidin
substituenttien torsiokulmia. Jokaisen muutoksen jélkeen rakenne optimoitiin DFT:1la.
Etsinnéssa kiaytettiin def2-TZPV:td kevyempéaé kantajoukkoa. Kaikkien konformaatioi-
den rakenteet optimoitiin myos kaasufaasissa 298 K lampotilassa ja 1 atm paineessa.
Kiteytysliuottimien (EtOAc ja DCE) vaikutusta konformaatioiden energioihin tutkit-

tiin kiyttamalld polarisoitua jatkuvaa liuotinmallia (IEFPCM).5?

A

Kuva 18: Konformaatio 12-I a), konformaatio 12-II b), konformaation 12-II kiderakenne ja
monomeeri dimeerimallista ¢), konformaation III DFT-optimoitu rakenne ja DFT-optimoitu
dimeerin rakenne e). Keltaisella on merkitty DFT-optimoitu rakenne ja vihreélla kiderakenne.
Reprinted with permission from“8. Copyright (2015) American Chemical Society.

Verrattuna kiderakenteeseen konformaation 12-I optimoitua rakennetta tiiviisti kak-
si molekyylin sisdistd vahvaa S=0...H-N vetysidosta. Tamé osoitti, ettd konformaation
12-1 kiderakenteen muodostumiseen vaikuttivat myods molekyylin ulkopuoliset tekijét.
Téata tulosta tuki myos dimeerimalli, joka muodostettiin kahdesta 12-I kiderakennekon-
formaatiosta optimoimalla rakenne DFT:lla. Toinen optimoidun dimeerin konformaa-
tiosta oli hyvin lahella kiderakennetta.

Konformaation 12-I1 optimoitu rakenne oli hyvin ldhelld sen kiderakennetta. Ai-
noastaan terminaalisten fenyyliryhmien torsiokulmat poikkesivat kiderakenteesta. Néi-
hin torsiokulmiin vaikuttaa kidehilan pakkautuminen, jota ei otettu huomioon DFT-
optimoinnissa.

Kaasufaasissa ja liuoksessa konformaatiolle 12-11 saatiin 7-11 kJ /mol pienempi ener-
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gia kuin konformaatiolle 12-I. Konformaation 12-I dimeerin monomeeri, joka muistutti
kiderakennetta, oli 35-48 kJ/mol korkeammalla energialla kuin konformaatio 12-II. T#-
méan perusteella vetysidosten méaéra vahentaa rakenteiden energiaa. Tuloksen vahvistaa
laskostunut konformaatio 12-III, jossa vetysidosten maéra on maksimoitu. Sen energia
oli kaasufaasissa 39 kJ/mol ja liuottimessa 25 kJ/mol pienempi kuin konformaatiolla
12-1I. Konformaatiota 12-III ei ole kuitenkaan 16ydetty kokeellisesti. Fenyylirenkaiden
laskostuminen vaatii paljon energiaa, mika voi estda 14-I111 konformaation muodostumi-
sen kiintedssa tilassa. Liuotinmolekyylit rikkovat helposti 12-III:n vetysidosverkoston,

miké puolestaan saattaa estdd 12-1I1:n muodostumisen liuostilassa.

3.2 Aryyliamidimonomeerit

Foldameerien konformaatio-ominaisuudet ovat riippuvaisia sen monomeerien konfor-
maatioista. Foldameerien mallintaminen voidaankin aloittaa monomeerista, milla saa-

daan jo paljon tietoa foldameerin konformationaalisesta kdytoksesté.

3.2.1 Tiofeeni- ja furaaniaryyliamidimonomeerien MD-simulaatiot

Galan et al.®! ovat tutkineet molekyylidynamiikalla ja NMR-kokeilla tiofeeni- ja fu-
raaniaryyliamidimonomeerejé, joita voidaan kayttad foldameerien rakenneosana. Tio-
feeniaryyliamidimonomeerin 13 ja furaaniaryyliamidimonomeerin 14 rakenteet (Kuva
19) optimoitiin B3LYP® DFT-menetelméllé, jossa kiytettiin 6-311G*Y kantajoukkoa.
Optimoitujen rakenteiden perusteella muokattiin MD-simulaatioissa kidytetyn GAFF-
voimakentin™” Ca-Cp torsioparametreji (Kuva , koska alkuperéisten parametrien
on havaittu yliarvioivan torsiokulmien energiavallia.?” Lisiksi optimoiduista rakenteis-

ta laskettiin RESP-menetelmilla® osittaisvarausparametrit tyhjiossi.

0 0
3 ©Or 3 ©Cp
<iCIa/ N— <C4 N—
\OH QéwH
13 14

Kuva 19: Yhdisteet 13 ja 14. NOE-spektreista laskettiin amidivedyn ja vedyn 3 etéisyys
toisiinsa.
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MD-simulaatiot suoritettiin 28x28x28 A kokoisissa laatikoissa, joissa olivat voimas-
sa jaksolliset reunaehdot (PBC). Liuottimena kiytettiin 630 TIP3P-mallin* vesi-, 450
metanoli- tai 250 kloroformimolekyylii. Metanolille ja kloroformille kiiytettiin parm99°4
mallia. Liuossysteemejé tasapainotettiin 500 ps 1 atm paineessa ja 300 K lampdétilassa,
NPT-olosuhteiden vallitessa. Lopulliset simulaatiot suoritettiin 2 ns sykleissé, joissa en-
siksi lammitettiin systeemit 500 K lampdtilaan ja sen jilkeen jadhdytettiin 300 K:iin 0,5
ns aikana. Jadhdytyksen jilkeen simulaatioita jatkettiin vield 1,5 ns. Syklejé suoritettiin

kaikille liuossysteemeille yhteensa 17.

Taulukko 2: Konformaatioiden, joilla on molekyylin sisidinen vetysidos, prosentuaalinen maira

’ Yhdiste ‘ Akseptori ‘ CHCl; ‘ MeOH ‘ H>0O ‘
13 S 67,2 42,0 | 39,5
14 0] 81,8 71,7 | 57,5

Yhdisteelld 13 oli vihemméan molekyylin sisdisen vetysidoksen sisdltavia konfor-
maatioita kuin yhdisteelld 14 (Taulukko , koska yhdisteen 13 tiofeenirikki ei ole yhté
elektronegatiivinen kuin yhdisteen 14 furaanihappi. Molemmilla yhdisteilld konformaa-
tioiden méarat vahenivét liuottimen polaarisuuden kasvaessa. MD-simulaatioista saadut
yhdisteiden keskimééréiset amidivedyn etdisyydet aromaattiseen vetyyn 3 (Kuva
ovat hyvin linjassa NOE-spektristd saatujen etéisyyksien kanssa (Taulukko 3) kaikissa
muissa liuottimissa paitsi kloroformissa. Témaé johtuu siité, ettd voimakenttéa yliarvioi
niiden konformaatioiden stabiilisuutta, joilla on sisdinen vetysidos, miké johtaa néiden
konformaatioiden todellista suurempaan esiintymiseen ja aromaattisen vedyn ja amidi-
vedyn etédisyyden keskiarvon kasvuun. Yliarviointi johtuu osittaisvarausparametreista,

jotka oli laskettu yhdisteille tyhjioissa eikd jokaiselle liuottimelle erikseen.

Taulukko 3: Amidivedyn ja aromaattisen vedyn keskimé#sriinen etiisyys (A) -spektrist las-
kettuna (ryog) ja MD-simulaatioissa (ryvp).

13 14
Liuotin | rnog | I'mp | INOE | I'MD
CHCl; 2,7 | 3,38 - 3,62

MeOH | 2,6 | 2,6 | 3.2 | 3,18
O | 25 | 252 29 | 276
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3.2.2 Difenyylitioureafoldameerien MD-simulaatiot

R. JL

SRae @*“@ @@

trans-trans cis-trans cis-cis

Kuva 20: Difenyyliureamonomeerien 15 ja 16 konformaatiot.

Galan et al.®?

ovat tutkineet kahden difenyyliureamonomeerin (N,N’-difenyyliurea 15
ja N N -dimetyyli-N,N ’-difenyyliurea 16, Kuva konformaatioita laskennallisesti ja
spektroskopian menetelmilld. Kvanttimekaniikan laskuilla yhdisteille 15 ja 16 16ydet-
tiin kolme stabiilia konformaatiota, trans-trans, cis-cis ja trans-cis (Kuva. Laskuissa
kiytettiin DFT-menetelmin B3LYPY- ja BO7D-funktionaaleja ja ab initio toisen asteen
Mgller—Plesset hiirioteoriaa® (MP2) ja Hartree-Fock-teoriaa (HF). Konformaatioiden
stabiilisuutta laskettiin BSLYP- ja B97D-funktionaaleilla ja MP2-menetelmélla. Yhdis-
teelld 15 havaittiin pienin energia cis-trans konformaatiolle ja suurin cis-cis konformaa-
tiolle, kun kiytettiin BSLYP- ja B97D-funktionaaleja. MP2-menetelmaélld suurin energia
oli trans-trans konformaatiolla ja pienin cis-trans konformaatiolla. MP2-menetelméan
on havaittu yliarvioivan m-m-vuorovaikutusten stabiloivaa vaikutusta,®” minki takia
selkedisti m-m vuorovaikuttavalle cis-cis konformaatiolle saadaan MP2-menetelméllé to-
dellista pienempi energia. Kun MP2-menetelmén 7-m-vuorovaikutuksiin tehtiin korjaus,

saatiin cis-cis konformaatiolle sama tulos kuin DFT-menetelmilld. Yhdisteen 16 kon-

formaatioista kaikilla menetelmilld stabiilein oli cis-cis ja epéstabilein trans-trans.
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Kuva 21: Yhdisteen 6 dimeerirakenteiden mallit ja niissa esiintyvét vetysidokset. Reprinted
with permission from®. Copyright (2014) American Chemical Society.

Yhdisteen 15 erilaisia dimeereji (Kuva[21]) optimoitiin B97D?9/6-311G(d,p)4Y DFT-
teorian tasolla.”® Stabiileimmat dimeerit olivat cis-trans ja trans-trans, miké selittid,
miksi kiinteédsté tilassa ei havaittu kokeellisesti muita dimeerejd. Yhdisteiden 15 (mo-
nomeeri ja dimeeri) ja 16 IR-vérdhtelytaajuudet laskettiin B3LYP/6-311G(d,p) tason
teorialla. Lasketut taajuudet vastasivat hyvin kokeellisia tuloksia.

Monomeerien konformaatioita simuloitiin kaasufaasissa ja kloroformi- ja DMSO-

liuoksissa molekyylidynamiikan (MD) avulla. 50 ns simulaatiot suoritettiin NVT-olosuhteessa

ja 300 K lampdtilassa. Voimakenttdna kiytettiin GAFF-voimakenttdd, jonka torsio-
kulmien parametreja muokattiin kvanttimekaniikan avulla. Torsiokulmien parametrit,
jotka vaikuttavat C,req-Nyreo sidoksen torsiokulmaan muokattiin DFT-menetelmallé
B97D/6-311G(d,p) teorian tasolla saatujen tulosten perusteella ja C,romatiinen-Nurea Si-
doksen parametrit otettiin aiemmasta artikkelista.2? Osittaisvaraukset laskettiin RESP-
menetelmalld. ™ Simulaatiossa yhdiste 15 esiintyi 90 % cis-trans konformaatiossa, 9,8
% trans-trans konformaatiossa ja 0,2 % cis-cis konformaatiossa. Tdméa tulos on lin-
jassa konformaatioiden laskettujen stabiilisuuksien kanssa. Yhdisteen 15 kaasufaasissa
mitattu ultravioletti 2RPI-spektri®? osoitti cis-trans konformaation olevan yleisempi
kuin trans-trans konformaatio, kun taas cis-cis konformaatiota ei havaittu lainkaan.
Néama tulokset osoittavat, ettd kaasufaasissa tehty simulaatio yhdisteelle 15 on realis-
tinen.

Kloroformissa ja DMSO:ssa yhdiste esiintyy simulaatioiden mukaan lahes pelkastaan
trans-trans konformaatiossa (98,1 % kloroformissa ja 99,7 % DMSO:ssa). Samankal-

taiseen tulokseen paadyttiin myos IR- ja NMR-spektroskopialla. Liuotin stabiloi trans-
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trans konformaatiota, miké selittda sen dominanssin liuottimissa.

Yhdisteen 16 metyyliryhméat muuttavat konformationaalisen kiytoksen téysin ver-
rattuna yhdisteeseen 15. Kaasufaasisimulaatiota dominoi cis-cis konformaatio 97,4 %
osuudella ja cis-trans konformaatiota esiintyy vain 2,6 % simulaatioajasta. Trans-
trans konformaatiota ei esiinny kaasufaasissa lainkaan. Kloroformissa tehdyssa simu-
laatioissa esiintyy eniten cis-cis konformaatiosta (74,4 %) ja jonkin verran cis-trans
(24 %) ja trans-trans (1,5 %) konformaatioista. DMSO:ssa cis-cis konformaatio domi-
noi vihemman (54,3 %) ja cis-trans (39,3 %) ja trans-trans (6,4 %) konformaatioita
esiintyy suhteessa enemmén. ('is-cis konformaation vallitsevuus on linjassa NMR- ja

IR-spektroskopian tulosten kanssa.

3.3 Fenyyliasetyleenifoldameerien laskennallinen tutkimus

Fenyyliasetyleenifoldameerit ovat yksi olennainen foldameeriryhmé. Ne ovat yksinker-
taisia syntetisoida ja niissd voidaan kiyttad useita erilaisia substituentteja. Lisdksi nii-
den laskostumisprosessi tunnetaan melko hyvin. Osana fenyyliasetyleenifoldameeritut-

kimusta niille on kehitetty useita erilaisia laskennallisia rakennemalleja.

3.3.1 Esteri- ja eetterifenyyliasetyleenifoldameerien mallinnus

Blatchly ja Tew™® ovat tutkineet laskostumista molekyylimekaniikalla, tiheysfunktio-
naaliteorialla (DFT) ja semiempiiriselld kvanttimekaniikalla. Eri menetelmien kykyé
mallintaa kiderakenteita testattiin minimoimalla rengasrakenteisen fenyyliasetyleeni-
makrosyklin 18 rakenne MMFF94-voimakentilli,? semiempiiriselli AM1-menetelmalli10
ja DFT BP®-funktionaalilla, minké jilkeen eri menetelmilli minimoituja rakentei-
ta verrattiin kokeelliseen kiderakenteeseen. Lahimpéana kiderakennetta oli MMFF94-

voimakentélld minimoitu rakenne (Taulukko [4)).
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Taulukko 4: Yhdisteen 18 eri menetelmilld minimoitujen rakenteiden hiilien véalisten etiisyyk-
sien vertailu kiderakenteeseen. Etéisyydet on esitetty Angstrémeini

| | kiderakenne | MMFF | AM1 | DFT |

A 3,54 384 | 423 | 4,34
B 3,36 384 | 4,28 | 4,28
C 1,426 1,432 | 1,405 | 1,418
D 1,201 1,201 | 1,200 | 1,225

18 fenyylirenkaasta koostuvien m-fenyyliasetyleenifoldameerien 19 (Ry=R,=Me) ja
20 (Ry=R,—H) (Kuva helikaalisen konformaation stabiilisuudet laskettiin MMEFF94-
voimakentalld ja AM1-menetelmalla. MMFF94-voimakentalla minimoituna yhdisteen
19 yksittdinen metyyliryhmé stabiloi rakennetta 0,5 kcal/mol verrattuna yhdisteeseen
20, mika on ldhelld kokeellista arvoa 0,5 kcal /mol. AM1-menetelmélla ei saatu kokeellis-
ten tulosten kanssa yhtenevid arvoja, koska AM1-menetelmé mallinsi vaarin sisdtasojen

etiisyydet (8 A oikean 4 A sijaan).

[ R | Ry [ RY Ry [Rp[R]
19 H H H Me | Me | Me
20 H H H H | H H
21 | COCH; | COyCH; | CO,CH3 | H | H H
22 | CO,CH; | CH,OCH5; | CO,CH; | H | H H
23 | OCH; OCHj; OCHj; H | H H

Kuva 22: Yhdisteiden 19-23 rakennekuva ja laskostuminen. Reprinted with permission
from®®. Copyright (2003) American Chemical Society.

Substituenttien vaikutusta laskostumiseen tutkittiin minimoimalla foldameerien 20-

23 pitkittaiset ja helikaaliset konformaatiot MMFF94-voimakentélla ja laskemalla kon-
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formaatioiden eroista laskostumisen entalpianmuutos. Tuloksia verrattiin kokeellisiin
Gibbsin vapaaenergian muutoksiin (Taulukko . Entalpian muutokset olivat hyvin lin-
jassa Gibbsin vapaaenergian muutoksien kanssa, vaikkakaan niité ei voida suoraan ver-

rata toisiinsa. Liuottimen puuttuminen laskuissa voi myos vaaristaa tuloksia.

Taulukko 5: Foldameerien 20-23 laskostumisen laskennalliset entalpian muutokset (A Hpepiz)
ja kokeelliset laskostumisen Gibbsin vapaaenergian muutokset (A Ghepiz)-

Foldameeri | A Gpepir(kcal /mol) | A Hpepir (kcal /mol)
20 -47.9
21 75 80,5
22 2.5 -840
23 >0 -67,6

6-24 aromaattisen renkaan substituoimattomien o-fenyyliasetyleenien laskostumisen
entalpiat (Kuva olivat yhteneviiset ab initio MP2-menetelmalli®® laskettujen en-
talpioiden kanssa.®! Entalpiat laskivat mitd enemmin aromaattisiarenkaita oli eli las-

kostuminen oli suotuisampaa foldameerin koon kasvaessa.
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Kuva 23: Substituoimattomien o-fenyyliasetyleenien laskostumisen entalpiat fenyylirenkaiden
madridn funktiona. Valkoisella ympyrélld on merkitty MMFF94-voimakentéllé lasketut ental-
piat ja mustalla MP2-menetelmailld lasketut. Reprinted with permission from®®. Copyright
(2003) American Chemical Society.

3.3.2 Happo- ja esterifenyyliasetyleenifoldameerien MD-simulaatiot

Fenyyliasetyleenifoldameereille on tehty myos dynaamista tutkimusta vedessi.9%03 25

fenyylirenkaasta koostuvalle m-fenyyliasetyleenifoldameerille 24, jossa substituenttina
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oli muurahaishappo, tehtiin MD-simulaatiot vedessiz CHARMM-voimakenttad?! kiyt-
tden (Kuva .62 Foldameerille mallinnettiin laskostunut ja satunnainen konformaa-
tio ja naille tehtiin itsenéiset simulaatiot. Foldameerin osittaisvaraukset etsittiin ESP-
menetelmilla™®. Laskostunut konformaatio minimoitiin vakuumissa ja asetettiin 19 A
siteisen pallon keskelle, jossa oli 963 TIP3P-mallin*! vesimolekyylid. Vesimolekyylit,
jotka olivat ldhempénd kuin 2,8 A foldameerin atomeja, poistettiin. Tallsin palloon
jai 731 vesimolekyylid, jonka jalkeen systeemi minimoitiin viela kerran. Témén jalkeen

tehtiin varsinainen 0,75 ns kestava MD-simulaatio.

OH >
24 25

Kuva 24: m-fenyyliasetyleenifoldameeri 24.

Satunnainen konformaatio luotiin simuloimalla laskostunutta konformaatiota 1000
K lampétilassa vakuumissa 100 ps ajan ja etsimélld simulaatiosta satunnainen konfor-
maatio. Rakenne minimoitiin vakuumissa ja liuotettiin veteen. Téata systeemia simuloi-
tiin 100 ps ajan.

Laskostuneen ja satunnaisen konformaation simulaatiot osoittivat, ettéd laskostunut
konformaatio on stabiilimpi vedessa. Tama tulos on linjassa kokeellisten tulosten kans-
sa.% Laskoksen sisille sitoutuneet vesimolekyylit pysyiviit sitoutuneena 10-100 ps ajan.
0,75 ns aikana vesimolekyylien ei havaittu ldpé&isevin foldameerin pintaa.

Lee ja Saven® tekiviit metyyliesterisubstituoidulle fenyyliasetyleenifoldameerille 25
pidemmét 30 ns MD-simulaation vedessa. Simulaatiossa kiytettiin CHARMM-voimakent-
téad, joka parametrisoitiin perustuen HF /6-311G** tason teorialla optimoidun foldamee-
rin rakenteeseen. Samaisesta optimoidusta rakenteesta saatiin RESP-menetelméilla™
my0s foldameerin osittaisvaraukset, joita kiytettiin MD-simulaatiossa. Foldameerin las-

kostunut rakenne luotiin Macromodel-ohjelmalla (Kuva [25).4%
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Kuva 25: Fenyyliasetyleenifoldameerin 25 rakennekuva ja laskostunut konformaatio.
Reprinted with permission from®. Copyright (2004) American Chemical Society.

Minimoitu rakenne liuotettiin 6633 TIP3P-mallin®! vesimolekyylin kanssa. Yksi ve-
simolekyyli asetettiin laskoksen sisélle. Liuossysteemi minimoitiin, jonka jélkeen suori-
tettiin simulaatio, jossa 400 K lampdotilaa laskettiin 25 K 100 ps vélein kunnes saavutet-
tiin 300 K lampotila. Taméan jélkeen simulaatiota jatkettiin vield 100 ps. Simulaation
loppurakennetta kiytettiin lahtorakenteena lopullisessa 30 ns simulaatiossa. Lopullinen
simulaatio suoritettiin NPT-olosuhteessa ja 300 K lampdtilassa. Simulaatio osoitti, et-
td laskostunut konformaatio on stabiili vedessd, aivan kuten Sen® tutkimuksessa. Las-
koksen koko vaihtelee 12-14.4 A, miki selittié kokeellisen havainnon laskoksen sisélle
kiinnittyneisté eri kokoisista substraateista.

Pande et al 5967 gyat tutkineet 12 renkaisen esterisubstituoidun m-fenyyliasetyleeni-
foldameerin 26 (Kuva laskostumista useissa eri liuottimissa (vesi asetonitriili, klo-
roformi, metanoli) molekyylidynamiikalla. Vedelle kiytettiin yksinkertaista mallia, jos-
sa huomioitiin vain hydrofobiset vuorovaikutukset veden ja fenyylirenkaiden vélills,. 6568
Foldameerin 26 laskostumisaikaa vedessé simuloitiin MD-simulaatiolla kiayttden CHAR-
MM-voimakenttad ja 300 K lampotilaa. Voimakentésséd kaytettiin aiemman artikkelin

Laskostumisajaksi saatiin 7 ns. Kokeelliseksi laskostumisa-

torsiokulmaparametrejé.
jaksi mitattiin THF /metanoli liuoksessa 160 ns.%? Kun huomioitiin veden ja THF /meta-
noli-liuoksen viskositeettierot laskennalliseksi laskostumisajaksi saatiin 70-360 ns, mika

on melko hyvin linjassa kokeellisen arvon kanssa.
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Kuva 26: m-fenyyliasetyleenifoldameeri 26.

Simulaatioissa asetonitriilissé, kloroformissa, metanolissa ja vedessi kiytettiin GAFF-
voimakenttad, johon lisattiin kokeellisten tulosten perusteella isomerisaatioenergiaval-
liksi 0,6 kcal /mol. Osittaisvaraukset laskettiin Antechamber-ohjelmalla®?| joka kiyttda
semiempiiristi AMI-teoriaa®”. Vedelld kiytettiin TIP3P-mallia*! ja muille liuottimille
otettiin parametrit AMBER-voimakentéstat?. Jokaiselle liuottimelle suoritettiin kaksi
simulaatiota, joissa kiytettiin 300 K ja 330 K lampotiloja ja lahtorakenteena laskostu-
matonta konformaatiota. Asetonitriille kiytettiin PBC-laatikkoa, jonka sivun pituus oli
7 nm. Kloroformille sivun pituus oli 6 nm ja vedelld ja metanolilla 5 nm.

Simulaatioiden perusteella laskostumiseen vaikuttaa merkittévasti liuotinympéris-
t6.97 Kloroformilla on denaturoiva vaikutus foldameeriin, miki aiheutti pitkin laskos-
tumisajan (~1500 ns). Vesi muodostaa voimakkaan vetysidosverkoston foldameeriin,
miké aiheutti pitkdt 650 ns (330 K) ja 900 ns (300 K) laskostumisajat. Asetonitriilissé
laskostuminen tapahtui 100 ns:ssa (330 K) ja 200 ns:ssa (300 K). Metanolissa laskos-
tumisaika oli 100 ns (330 K) ja 400 ns (300 K). 300 K laskostumisaika metanolissa
on hyvin linjassa kokeellisen THF /metanoli-liuoksessa mitatun 160 ns ajan kanssa, jos

otetaan huomioon THF:n laskostumista nopeuttava vaikutus.

3.3.3 Amiinisubstituoitu fenyyliasetyleenifoldameerin REMD- ja MD-simulaatiot

Viiden erilaisen 24 renkaisen amiinisubstituoidun fenyyliasetyleenifoldameerin 27a-e (12
monomeeria joissa kaikissa 2 fenyylid; Kuva laskostumista vedessé tutkittiin repli-
kanvaihtomolekyylidynamiikalla (REMD) ja molekyylidynamiikalla (MD).™ Foldamee-

rit erosivat toisistaan ainoastaan eetterisivuketjun pituuden suhteen.
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a r 7 27a: R=H
O .| 27b:R=0CH;
27¢: R=OC,H
/ ™ 25
~ S O 27d: R=OC3H-
27c: R=OC4H9

HoN

Kuva 27: a) Fenyyliasetyleenifoldameerien rakenne, b) foldameerin pitkittdinen konformaatio,
c¢) foldameerin laskostunut konformaatio ylhéiltd ja d) sivulta kuvattuna. Reprinted with
permission from™. Copyright (2005) American Chemical Society.

REMD- ja MD-simulaatioissa kiytettiin OPLS-AA%Lvoimakenttii, jonka fenyy-
lien vilisia torsioenergioiden parametreja pienennettiin kokeellisiin tuloksiin pohjau-
tuen.®® Foldameereille etsittiin minimienergiarakenne tiheysfunktionaaliteorian B3LYP-
funktiolla” ja 6-31G** kantajoukolla.”? Joitakin voimakentin atomivarauksia muokat-
tiin RESP-menetelmilld"™ laskettujen minimienergiarakenteiden varauksien perusteel-
la. REMD-simulaatioissa kédytettiin 44 systeemin kopiota, joiden lampétila vaihteli 300-
577 K. Kopioiden lampdétilat valittiin sen perusteella, ettd termodynaamisesti ldhellé
olevien kopioiden lampotilojen vaihdoksien hyviksyttavyyskertoimeksi saatiin 10-30 %.
Vaihdoksia yritettiin 0,2 ps vilein ja simulaatio kesti 2 ns. MD-simulaatiot suoritettiin
300 K lampdotilassa ja lahtorakenteena kiytettiin molemmilla simulaatiotekniikoilla pit-
kittdisté konformaatiota. Simulaatiot suoritettiin vedessi, jolle kiytettiin SPC-mallia™
ja simulaatiosysteemien energia minimoitiin L-BFGS-algoritmilld.™ Talld viltettiin ve-
simolekyylien liian ldheiset kontaktit toisiinsa ja foldameeriin. Sivuketjujen pituuden ja
hydrofobisuuden vaikutusta laskostumiseen tutkittiin MD-simulaatioilla, joissa oli lah-
torakenteena REMD-simulaatiolla saatu L-BFGS-algoritmilla minimoitu laskostunut
konformaatio. Kaikki MD-simulaatiot kestivit 5 ns.

REMD-simulaatioilla foldameerit laskostuivat matalaenergisempiin konformaatioi-

hin kuin MD-simulaatioissa, miké tekee ainakin ndiden foldameerien tapauksessa REMD-
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menetelmésta tehokkaamman tavan 16ytad mahdollisimman pienienerginen konformaa-
tio. MD-simulaatioissa konformaatiot jaivét paikalliseen energiaminimiin, miké on ylei-
nen ongelma isojen molekyylien MD-simulaatioissa.*® Laskostuneessa konformaatioissa
hydrofobiset ryhmét olivat laskoksen sisillé ja ulkopuolella hydrofiiliset amiinit (Kuva
27).

MD-simulaatioissa, joissa oli lahtorakenteena laskostunut konformaatio, ei havait-
tu laskostumisen muutoksia, miké osoittaa foldameerien suosivan vedessé laskostuneita
muotoja. Etoksisubstituoidulla yhdisteelld 27c laskostunut rakenne oli tiivein ja stabii-
lein. Konformaatioiden potentiaalienergioiden eron perusteella (Kuva etoksia suu-
remmilla substituenteilla rakenteen laskos alkoi avautua ja energiaero pitkittdiseen kon-
formaatioon pieneni. Etoksiryhmé maksimoi sivuketjun ja veden viliset repulsiovoimat,
kun taas etoksia suuremmilla ryhmillé sivuketjujen véliset repulsiiviset steeriset vuoro-

vaikutukset kasvattavat laskoksen energiaa merkittévasti.
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Kuva 28: Pitkittdisen ja laskostuneen konformaation potentiaalienergioiden ero sivuketjun
pituuden funktiona. Reprinted with permission from™. Copyright (2005) American Chemical
Society.

Foldameerille, jossa sivuketjuna on n-butoksi, tehtiin lisdksi MD-simulaatiot, jois-
sa kiytettiin 348, 373, 423, 473, ja 523 K lampdtiloja.™ Niaméi simulaatiot osoittivat,
ettéd laskostumisen paatekijana ovat van der Waals-vuorovaikutukset ja ne pystyvat pi-
tdmadn konformaation laskostuneena myo6s 523 K lampdétilassa. Nédiden simulaatioiden

rakenteet ovat hyvin ldhelld kiderakenteita.
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3.4 Peptoidifoldameerien REMD- ja tiheysfunktionaaliteoria-

mallit

. ovat kehittineet tietokonemallia, jolla voidaan ennustaa erilaisten

Butterfoss et a
peptoidifoldameerien (Kuva kiderakennetta. Peptoidit ovat peptidien kaltaisia fol-
dameereja, joissa sivuketjut ovat kiinnittyneet typpeen eiké a-hiileen kuten peptideissa.
Erilaisia konformaatioita etsittiin replikanvaihtomolekyylidynamiikalla (REMD), jossa
kiytettiin GAFF-voimakenttaat” ja 300-800 K limpotilaa. Peptoideilla esiintyy amidin
korkeaenerginen cis-trans isomerisaatiovalli, miké johtaa helposti siihen, ettd konfor-
maatio jaa paikalliseen energiaminimiin. Tama estettiin kiyttdmalla korkeaa 800 K
lampdétilaa.

Yhdisteen 28 kiderakenne koostuu merkittavista (98 %) ja vahéisestd (2 %) konfor-
maatiosta. Paras REMD-simulaatioilla saadun konformaation péiketjun atomien sijain-
nin neliéllinen keskihajonta (RMSD) erosi noin 0,6 A kiderakenteesta. Kun kideraken-
netta lihimpéni ollutta rakennetta optimoitiin Hartree-Fock /3-21G*4Y (HF) tason teo-
rialla, RMSD erosi endd 0,2 A kiderakenteesta. M052X-menetelmalla™ (kantajoukkona
3-21G*) saatiin kiderakenteen merkittavéin ja vahiisen konformaation energiaeroksi 0,9
kcal /mol.

Yhdisteelle 29 saatiin REMD-simulaatioilla konformaatio, jonka RMSD erosi 0,8
A kiderakenteesta, kun sitéi optimoitiin HF /3-21G*-tason teorialla. Ero voidaan se-
littda silld, ettd kiderakenteen konformaatioiden muodostumiseen vaikuttavat suuresti
kidehilan vuorovaikutukset, joita on vaikea ennustaa tarkasti liuostilan simulaatioilla.
Kiderakenne koostui kahdesta konformaatiosta 69 % ja 31 % suhteessa. Tahéan paa-
dyttiin myos DFT-laskuilla, joiden mukaan kaksi rakennetta ovat energeettisesti hyvin
ldhelld toisiaan. B3LYP-menetelmilld® kahden rakenteen energiaero oli 0,65 kcal/mol
ja M052X-menetelmalld 2,35 kcal /mol. Néissd laskuissa kantajoukkona kdytettiin 3-
21G*:a.
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Kuva 29: Foldameerit 28-30. Vihreilla laskennalliset rakenteet ja harmaalla kiderakenteet.
Reprinted with permission from™. Copyright (2012) Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America.

Ennustetun rakenteen RMSD yhdisteelle 30 poikkesi kiderakenteesta 1 A ja 0,47 A,
jos ei oteta huomioon péédketjun taipuneita atomeja (Kuva . Kiderakenteen amidien
cis-trans muoto onnistuttiin ennustamaan tasmélleen oikein ja ainoastaan kahden ami-
din sidoskulma ennustettiin vaarin. M052X-menetelmélld (kantajoukkona 3-21G**) las-
kettiin ennustetun rakenteen olevan 2,09 kcal /mol alemmalla energiatilalla kuin kidera-
kenne. Téta energiaeroa kokeiltiin pienentédd ottamalla laskuissa huomioon kiteytysliu-
otin etanoli, jolloin energiaero pieneni 1,14 kcal/mol HF /3-21G*-optimoinnissa. Tama
osoittaa, ettd mikéli halutaan ennustaa kiderakenteita tarkasti, taytyy ottaa huomioon
liuottimen ja kidehilan vuorovaikutukset, etenkin pienten foldameerien tapauksessa,
joissa molekyylien valisilla vuorovaikutuksilla on enemmén vaikutusta kuin molekyylin

sisaisilla.
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3.5 [-peptidifoldameerien MD-simulaatiot
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Kuva 30: g-peptidifoldameerit 31, 32 ja 33.

Nemeth et al.™ tutkivat molekyylidynamiikalla kolmen eri S-peptidifoldameerin 31-33
(Kuva laskostumista vedessd. MD-simulaatiot suoritettiin kiyttamalla AMBER-
03 ja GAFF-voimakenttia.’” Aluksi foldameerit optimoitiin ab initio Hartree-Fock-
teorialla (HF) ja 6-31G* kantajoukolla.?” Optimoidusta rakenteesta laskettiin atomeille
varaukset RESP-menetelmilli.t T#t# laskettua varausjakaumaa kiytettiin molemmilla
voimakentilla.

Varsinaiset MD-simulaatiot (Taulukko|[6) suoritettiin vedessé ja lisiksi foldameerille
32 suoritettiin simulaatiot DMSO:ssa. Vedelle kiytettiin kaikissa simulaatioissa TTP3P-
mallia. Simulaatiot kestivit 200 ns ja ne suoritettiin 1 fs askelilla 340 K lampotilassa.
Simulaatioiden konformaatiot tunnistettiin klusterianalyysill4, joka suoritettiin atomien
sijaintien nelidllisen keskihajonnan (RMSD) avulla. AMBER-03-voimakenttdé kéytet-
téessd (simulaatio 31-1) Foldameeri 31 jakautui kahteen konformationaaliseen kluste-
riin, joista suosituin (75 % simulaatioajasta) oli klusteri, jossa foldameeri oli laskos-
tuneessa tilassa muistuttaen helikaalista kokeellisesti havaittua konformaatiota (Kuva
B1)). Simulaatiossa havaittiin vain satunnaisesti laskostumatonta klusteria. Kun 1dhto-
rakenteena kéytettiin laskostumatonta konformaatiota (simulaatio 31-2), konformaatio
laskostui 20 ns jélkeen (Kuva [31). GAFF-voimakentélld (simulaatio 31-3) foldamee-
rin 31 konformaatio vaihtui pois helikaalisesta ldhtérakenteesta 30 ns jéilkeen ja py-

syi laskostumattomana koko loppusimulaation. Simulaatioista 31-1 ja 31-3 laskettiin
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NOE-etaisyydet ja verrattiin néité kokeellisiin tuloksiin. AMBER-voimakentalld (31-1)
simulaation tulokset oli yhteneviiset kokeellisten NOE-etéisyyksien kanssa, kun taas

GAFF:lla (31-3) ndm4 erosivat.

Taulukko 6: Simulaatioiden asetukset.

Foldameeri (Atom. lkm.) | Liuotinmalli | Vesimolekyylejd | Léhtorakenne | Voimakenttd | Sim. nimi
31 (127) TIP3P 3137 Helikaalinen AMBER 31-1
TIP3P 3254 Laskostumaton AMBER 31-2
TIP3P 3137 Helikaalinen GAFF 31-3
32 (90) TIP3P 2254 Laskostumaton AMBER 32-1
TIP3P 2254 Laskostumaton GAFF 32-2
DMSO 985 Laskostumaton AMBER 32-3
DMSO 985 Laskostumaton GAFF 32-4
33 (182) TIP3P 3800 Helikaalinen AMBER 33-1
TIP3P 3800 Helikaalinen GAFF 33-2
@
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Kuva 31: Simulaatioiden 31-1 a) ja 31-3 b) suosituimmat konformaatiot ja simulaatioiden 31-
1, 31-2 ja 31-3 RMSD ajan funktiona. Reprinted with permission from"™. Copyright (2014)
American Chemical Society.

Peptidi 32:n simulaatioissa kéytettiin aloitusrakenteena nauhamaista rakennetta ja
liuottimena vettd ja DMSO:ta.™ Simulaatiossa kiytettiin GAFF-voimakentin paramet-
rejé, jonka varaukset oli laskettu RESP-menetelmalla. Kaikissa simulaatioissa havaittiin
vain yksi klusteri, jonka konformaatio vaihteli erilaisten nauhamaisten rakenteiden va-
lilld (Kuva32)). Konformationaalista vaihtelua havaittiin enemmén kuin foldameerin 31
tapauksessa. Kokeelliset NOE-etéisyydet olivat linjassa kaikkien tehtyjen simulaatioi-

den kanssa, kun taas simulaatioista lasketut kytkentavakiot vastasivat kokeellisia vain
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AMBER-03-voimakentilla tehdyissé simulaatioissa. GAFF-voimakentéalld kytkentéva-
kiot jaivat pienemmaéksi kuin mité ne todellisuudessa ovat. Tamén selitettiin johtuvan
HN-Ha torsiokulmien jakaumien eroista eri voimakentilld. GAFF-voimakentélla HN-Ha
torsiokulma vaihtelee 180 asteen molemmin puolin, miké alentaa kytkentéavakiota todel-
lista tasoa alemmaksi. AMBER-03-voimakentté taas tuottaa torsiokulman, joka suosii
180 asteen kulmaa, mikéd nostaa kytkentévakiot kokeellisten arvojen tasolle. Potentiaa-
lienergiapintojen skannaus, joka tehtiin HN-Ha torsiokulmalle ab initio toisen asteen
Mgller-Plesset héiricteorialla (MP2) ja cc-PVTZ kantajoukolla, tuki myts AMBER-03-
voimakentélld saatua torsiokulmien jakaumaa. GAFF-voimakentén torsiokulmat perus-
tuvat Ryckaert-Bellemanin potentiaaleihin,*” kun taas AMBER-03-voimakentissi ne
perustuvat jaksollisten funktioiden ja Lennard-Jones potentiaalien kombinaatioon.™
Tamé kombinaatio nayttaisi kuvaavan realistisemmin foldameerien torsiokulmia kuin
GAFF-voimakentén parametrit.

Foldameeri 33 simulaatioissa ei havaittu selkeésti dominoivaa konformaatiota kum-
mallakaan voimakentélld (Kuva [32), minkd myds kokeelliset tulokset vahvistavat. Klus-
terianalyysi osoitti, etteivit foldameerin 33 argiinitédhteet sitoutuneet muiden téahteiden
kanssa, mista johtuen foldameeri 33 ei laskostu.

Liuottimen vaikutusta foldameerien laskostumiseen testattiin tekemalld 31-1-, 31-2-
ja 32-1-simulaatiot tyhjiossa. Simulaatioissa 31-1 ja 31-2 konformaatio pysyi aloituskon-
formaatiossa. 32-1-simulaatiossa varautunut N-padte sitoutui padketjun amidihappeen
tuottaen taipuneita konformaatioita nauhamaisten konformaatioiden sijaan (Kuva [33)).
Néamaé tulokset osoittavat, etté liuottimella on suuri rooli S-peptidifoldameerien laskos-

tumisessa.
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Kuva 32: Foldameerille 32 tehtyjen simulaatioiden suosituimmat konformaatiot, a-d ja folda-
meeri 33-1 ja 33-2 simulaatioiden RMSD:t ajan funktiona (oik. 33-1 ja alla 33-2). Reprinted
with permission from™. Copyright (2014) American Chemical Society.

Kuva 33: Tyhjiossa tehdyn simulaation 32-1 suosituin konformaatio. Reprinted with permis-
sion from™. Copyright (2014) American Chemical Society.

3.6 Bio-oligomeerikompleksien simulointi

Orgaanisia nanopartikkeleita, jotka koostuvat biomolekyylin ympérille kiertyneista po-
lymeereistd, voidaan tulevaisuudessa kiyttad esimerkiksi ladkeaineiden kuljetukseen ja
kudosten kylmésuojauksessa.™ Biomolekyylin ja polymeerin vilisten vuorovaikutusten

tunteminen on olennaista orgaanisten nanopartikkelien suunnittelussa™ ja molekyvyli-
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dynamiikka on edullinen ja yksinkertainen tyokalu molekyylien vélisten vuorovaikutus-
ten tutkimiseksi. Zobnina et al.™"™ ovat tutkineet molekyylidynamiikalla komplekseja,
joissa on erilaisia oligomeereja koordinoituneena nukleiinihapon sytosiiniemékseen tai
histidiiniaminohappoon.

Sytosiinikompleksissa kdytettiin polymeeriné polyetyleeniglykolia PEG-400 ja histi-
diinissd PEG-400:a ja oksietyyliglyserolia OEG-5. Sytosiini oli protonoituneena, koska
neutraalina kompleksia ei saatu muodostumaan. Histidiinid simuloitiin protonoitunee-
na (varaus delokalisoitunut imidatsoliin) tai neutraalina ja emés-happoryhmaé oli joko
neutraalissa muodossa tai kahtaisionina. Kaikissa simulaatioissa kdytettiin CHARMM-
voimakentt#a. !

Histidiinikomplekseja simuloitiin vakuumissa 0,2 ns 300 K lampdétilassa, jota edelsi
1 ps potentiaalienergian minimointivaihe.”™ Simulaatiot alkoivat tilanteesta, jossa oli-
gomeeri oli pisimmaéssd muodossaan histidiinin ldhelld. Tamaé johti nopeasti kompleksin
muodostumiseen, kun oligomeerin esterihapet koordinoituivat histidiinin varautuneiden
osien ympdrille (Kuva [34). Ainoastaan, kun histidiini oli tdysin neutraalissa muodossa,
kompleksia ei muodostunut, koska tdmaé oli energeettisesti epasuotuisaa. Kun oligomee-
rien kokona kéytettiin 3-4 monomeerié, nama koordinoituivat ensisijaisesti kahtaisionin
ympadrille. Eméas-happoryhmé oli neutraali ja koordinoituminen tapahtui varautunee-
seen imidatsoliin. Kun oligomeerin koko kasvoi 6-10 monomeeriin, koordinoituminen
tapahtui kaikkiin varautuneisiin osiin. Komplekseja, joissa oli protonoitunut histidiini,
tutkittiin myos elektronisuihkumassaspektrometrialla ja paadyttiin samanlaisiin raken-
teisiin kuin simulaatioissa. Simulaatiot osoittivat, ettd kiytetyt oligomeerit pystyvat
sitomaan pienié proteiineja ja estdavit ndin faasimuutoksen jéatymisen aikana, joten

néisté voisi olla hyotya kylmésuojauksessa.
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Kuva 34: Simulaatioista saadut rakenteet PEG-400 komplekseille (a-c ja i) ja OEG-5 komplek-
seille (d-h ja j). Rakenteissa a,d ja g imidatsoli on neutraali ja rakenteissa c ja f kahtaisioni.
Reprinted with permission from™. Copyright 2012 John Wiley & Sons, Ltd.

Sytosiinikomplekseja simuloitiin vakuumissa, metanolissa ja tilanteessa, jossa meta-
nolitippa haihtuu kompleksin ympérilta pois.™ Komplekseissa oli sytosiinin ympérille
koordinoituneena 4, 8 tai 12 monomeerin pituinen PEG-400 oligomeeri (Kuva . Si-
mulaatioissa minimoitiin ensin rakenteiden potentiaalienergioita 1 ps ajan ja varsinaiset
simulaatiot kestivét 1 ns ja suoritettiin NPT-olosuhteissa.

Vakuumisimulaatio (Iampétila 300 K) tehtiin kaikille kolmelle sytosiinikompleksille.
Kaikissa komplekseissa PEG-400:a eetterihapet koordinoituivat sytosiinin delokalisoitu-
neen protonin ymparille. Pisin oligomeeri koordinoitui sytosiinin ympéarille helikaalisesti

ja pienemmaét rengasrakenteisesti.
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Kuva 35: Protonoituneen sytosiinin ymparilla on PEG-400 oligomeeri, joka koostuu neljasta
(a), 8 (b) ja 12 ¢) monomeeristd. Reprinted with permission from™. Copyright 2015 John
Wiley & Sons, Ltd.

8 monomeeriyksikon pituista PEG-400 oligomeerin kompleksia simuloitiin metano-
litipassa, joka koostui 3000 metanolimolekyylisté ja keskelld sijaitsevasta kompleksista.
Systeemid pidettiin 1 baarin paineessa ja 300 K limpdtilassa. Kompleksi pysyi koossa
koko 1 ns simulaatioajan, mutta koska simulaatioaika on lyhyt kompleksin todellisesta
kestavyydestd metanolissa ei voida tehdé johtopaatoksia.

Kompleksille tehtiin viela simulaatio, jossa metanolitipan annettiin haihtua 500 K
limpotilassa ja 1072 Pa alipaineessa (Kuva . Taman simulaation tarkoituksena oli
ennustaa, kestddko kompleksi elektronisuihkuionisaation (ESI) olosuhteet hajoamatta.
Metanolin haihtuessa oligomeeriketjun rengasrakenne rikkoutui tilapéisesti. Metanoli
haihtui taydellisesti 0,14 ns jalkeen, mutta vield 0,022 ns kohdalla kompleksiin oli sitou-
tuneena metanolimolekyyleja. Haihtumisen jéalkeen oligomeerin rengasrakenne palautui
ja kompleksi kiyttaytyi lopun simulaatioajan samalla tavalla kuin vakuumissa. Simuloi-
tu prosessi vastaa ionien muodostumista ESI:ssé, jossa myos kiytettiin metanolia. Kun
lampotilaa laskettiin 400 K:iin haihtumisprosessi kesti noin kaksi kertaa kauemmin.
300 K lampotilassa haihtumista ei tapahtunut 1 ns aikana juuri lainkaan, mika pystyt-
tiin my0s vahvistamaan kokeellisesti ESI:11a. Nyt kiytetylla simulaatiomallilla voidaan

ennustaa jatkossa samankaltaisten biokompleksien kestavyyttda ESI:ssé.
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Kuva 36: Metanolitipan haihtumisen eri vaiheet: Vasemmalla alkutilanne, jonka jéilkeen tilan-
ne 1,5 ps, 22 ps ja 0,14 ns jilkeen. Ylimmaét kuvat koko metanolitipasta, keskimmaisella rivilla
kuvissa on kompleksi suurennettuna ja alimmassa rivissd kuvissa pelkdn kompleksin raken-
ne eri tilanteissa. Lampdétila 500 K. Reprinted with permission from™. Copyright 2015 John
Wiley & Sons, Ltd.

4 Yhteenveto

Laskennallisista menetelmistd on tullut olennainen osa foldameerien kehitystyota. Fol-
dameerien olennaisin ominaisuus on niiden kyky laskostua liuostilassa. Taman tutki-
miseen tehokkainpia menetelmid ovat molekyylidynamiikka (MD) ja replikanvaihtomo-
lekyylidynamiikka (REMD), joilla pystytddn ennustamaan liuostilan konformaatioita
melko luotettavasti. Ennen varsinaisia MD- tai REMD-simulaatiota rakenteet optimoi-
daan hyvin usein jollakin kvanttimekaniikan menetelmélla. Optimoitujen rakenteiden
perusteella muokataan voimakentén parametrit. Tarkeimpid parametrejé ovat varaus-
parametrit, jotka yleensé lasketaan optimoiduista rakenteista RESP-menetelmélla. Var-

sinaisten simulaatioiden jalkeen 16ydetyt rakenteet optimoidaan kvanttimekaniikan me-
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netelmilld, jolloin 16ydetéaén luotettavasti stabiilein konformaatio ja saadaan tietoa, mi-
ten liuotin vaikuttaa konformaatioiden stabiilisuuteen. Jos tarvitaan ainoastaan tietoa
mitattujen rakenteiden energioista (esimerkiksi kiderakenteet), kiytetadnkin pelkkéa ti-
heysfunktionaaliteoria, milla voidaan luotettavasti etsié rakenteelle energiaminimi eri-
laisissa tilanteissa, kuten kaasufaasissa tai liuoksessa.

Proteiinien konformaatioiden tutkimisessa on usein ongelmana niiden jaaminen py-
syvasti paikalliseen energiaminimiin, mista johtuen MD:1l4 ei valttamatta loydeté kaik-
kia mahdollisia konformaatioita. Taméa ongelma koskee myos proteiineja ldheisesti muis-
tuttavia foldameereja. Tahén on ratkaisuna REMD-menetelma, jossa kdytetdin useita
eri lampotiloja, mikd estdd konformaatioiden jaamisen paikalliseen energia minimiin.

Foldameerien laskennallisten menetelmien tulevista mahdollisuuksista antavat viit-
teitd tutkimukset, joissa molekyylidynamiikalla on mallinnettu systeemejé, joissa fol-
dameereihin on kiinnittynyt jokin substraatti. Jo hyvin yksinkertaisella simulaatiolla
saatiin tietoa siitd, ettd foldameerejd voidaan mahdollisesti kiyttaa kylméasuojaukses-
sa. Jos laskentateho kasvaa vield merkittavisti, esimerkiksi kvanttitietokoneiden avul-
la,®¥ molekyylidynamiikka voidaan korvata kokonaan ab initio -molekyylidynamiikalla
(AIMD),?? jolloin voidaan simuloida erittdin tarkasti erilaisia systeemeji kvanttime-
kaniikalla. Laskentatehon kasvaessa voidaan simuloida erittdin suuria systeemejé (esi-
merkiksi lddkeaineen vaikutusta verenkierrossa) pitkalla aikavililla tarkasti. Tama tulee

vahentaméaan merkittdvasti kalliin kokeellisen kemian tarvetta.
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Prologue

This study was part of the master’s thesis of Matti Raihd and Jesse Hakkarainen.
Molecular dynamics simulation and the interpretation of the results for acetylfoldamer
1 were done in co-operation. Simulations regarding foldamer 2a were run by Matti and
simulations of foldamer 3a were run by Jesse. Both foldamers, 2a and 3a, and obtained
results were included in the acetylfoldamer 1 work to summarize the foldamer group

into one study. This report was written in a form of an article manuscript.
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Conformational analysis of oligoamide foldamers

with molecular dynamics

Abstract

Molecular dynamics simulations were performed by GROMACS software to study
the conformational behaviour of three foldamers (acetylfoldamer 1, foldamer 2a and
foldamer 3a) in various solutions. Four different conformations were found in chloro-
form and eight different conformations in methanol for acetylfoldamer 1. Foldamer 2a
was solvated in DMSO resulting in three different conformations. In foldamer 3a, three
conformations were found in chloroform and three in DMSO of which one conformation
was found in both solvents. Conformations of all the three foldamers were separated
by cluster analysis and DFT energies were calculated for all the conformations. The
minimum energies of the conformations found from acetylfoldamer 1 simulations were
also compared to those of the previous article. The results show that the solvent effects
have a great impact on the conformational behaviour of the foldamers, and the popu-
larity of certain conformations is not completely determined by the minimum energies

of the conformations.

Introduction

Proteins possess remarkable range of chemical properties and they are thus an inter-
esting subject for research in many fields of science. Folding of artificial polymers
in compact and specific conformations makes them artificial mimics of the functional
properties of proteins. The term "foldamer” is used to describe polymers with a strong

tendency to adopt a specific compact conformation.! Peptidomimetic foldamers have
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been developed for the purpose of replacing peptide substrates of enzymes or peptide
ligands of protein receptors.?

Recently oligoamide foldamers have been observed to form certain conformations
that resemble an oxyanion hole,?* which is a structural motif of enzymes. An oxyanion
hole is formed by a net of a negatively charged oxygen and three amide hydrogens.

To efficiently mimic an enzyme the size of the foldamer should be large enough.
Large foldamers, however, are harder to synthesize and characterize completely. Be-
cause of this, an accurate computational model for these foldamers is important. Quan-
tum mechanical computational methods are accurate but rather expensive, and there-
fore unpractical to simulate larger systems. Additionally, QM-methods are not able to
model systems in solution. Instead, molecular dynamics (MD) is a method to efficiently
simulate large systems in solution with a long time scale. There are many examples
where MD is used to simulate solution systems.*®

The main focus of this study was to create a validated MD model for the foldamers,
which can be used for designing of the foldamers in the future. This was done by choos-
ing an experimentally characterized system, acetylfoldamer 1, for the MD simulation
(Figure 1). The knowledge obtained with acetylfoldamer 1 was then applied to the

simulations of larger foldamers 2a and 3a.

Methods
Acetylfoldamer 1

Molecular dynamics (MD) simulations were performed with GROMACS version 5.0.4
software.? Interactions of acetylfoldamer 1 were modeled with OPLS-AA force field.!°
The topology files for GROMACS are available as supporting information (Appendix
1). Two groups of simulations were carried out. The first was a simulation of the acetyl-
foldamer crystal structure, which was performed to test the validity of the OPLS-AA
force field parameters, as an experimental reference structure is available.* The crystal
structure was made from 27 acetylfoldamer unit cells. This system was first energy
minimized using the steepest descent for 500 steps and then simulated for 100 ns in
vacuum with the temperature maintained at 173,15 K using the v-rescale thermostat. !

In the second group of simulations a single foldamer in the crystal structure confor-
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Figure 1: Numbering of atoms in the foldamer 1, 2a and 3a and dihedral angles in
foldamer 1.

mation (S;) was placed in 46.1 nm?® (diameter = 1.63 nm) dodecahedron periodic box
and the system maximum force was minimized below 500.0 kJ mol™ nm™! with the
steepest descent method. Minimized acetylfoldamer 1 in 46.1 nm?® dodecahedron box
was solvated by 462 chloroform molecules.'?:!3 The total mass of the solvated system
is 55646.158 Da. Maximum force of the solvated system was minimized below 250.0 kJ
mol~! nm~! with the steepest descent of 5000 steps. The system was equilibrated first
with 100 ps NVT ensemble and later with NPT ensemble in 2 fs steps. Finally 1 us pro-
duction MD simulation was done in 1 fs steps. The pressure was maintained at 1 atm
with Parrinello-Rahman barostat !4 ' and the system compressibility was set the same
as chloroform (2.16 GPa™').!'2!3 Temperature was coupled to 300 K with a v-rescale
thermostat. For short-range non-bonded interactions a verlet cutoff-scheme was used
with 0.005 kJ mol ps™! buffer. For long-range electrostatic interactions the particle
mesh Ewald (PME) method was applied with grid spacing of 0.16 nm and fourth-order
interpolation'®. Snapshots of simulations were taken every 0.5 ps for analysis. A sim-
ulation of 1 us was done in methanol?'!? with the same parameters as in chloroform

simulation. Different conformations in both solvents were identified with a cluster anal-
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ysis, which was performed with GROMACS gmx cluster program. The structures were
added to the same cluster if their root-mean-square deviation (RMSD) was less than
0.08 nm. Dihedral angles of the conformations were calculated with GROMACS gmx
angle program. Conformations obtained from the cluster analysis were first minimized
with Low-memory Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno quasi-Newtonian minimizer (L-
BFGS) algorithm in OPLS-AA force field, and later DFT optimized using Gaussian 09
program ' at wB97D-X/6-311G(d,p) level of theory. In the second set of optimizations,
the conformations were first minimized (converge 107° kJmol™!) in GAFF'® force field
with AVOGADRO program!® and later in same level of theory as earlier. The number
of hydrogen bonds was studied with gmx hbond implemented in GROMACS. The hy-
drogen bond distances were calculated with GROMACS gmx distance program for the
NOE active atoms pairs as identified by Kortelainen et al*. Notation of the conforma-
tions was taken from the previous article.* Letter m in all conformations means mirror

form of the conformation.

Foldamer 2a

Molecular dynamics (MD) simulations were made with GROMACS version 5.0.4 soft-
ware.? Interactions of 2a were modeled with OPLS-AA force field. ! A single foldamer
in the crystal structure conformation, which is measured X-ray structure from DCM,
was placed in a 44.3 nm? (diameter = 5.402 nm) dodecahedron periodic box and the
system maximum force was minimized below 500.0 kJ mol™! nm™! with the steepest
descent method. Minimized foldamer 2a in 44.3 nm?® dodecahedron box was solvated by
339 DMSO molecules.'? 13 The total mass of the solvated system is 27436.954 Da. The
maximum force of the solvated system was minimized below 250.0 kJ mol™! nm ™! with
the steepest descent of 5000 steps. The system was equilibrated first with 100 ps NVT
ensemble and then with NPT ensemble in 2 fs steps. Finally 1 us production MD simula-

tion was done in 2 fs steps. Pressure was maintained at 1 atm with Parrinello-Rahman

14,15 12,13

barosta and system compressibility was set same as DMSO (0.41 GPa™')
Temperature was coupled to 300 K with a v-rescale thermostat. For short-range non-
bonded interactions a verlet cutoff-scheme was used with 0.005 kJ mol ps~! buffer.

For long-range electrostatic interactions the particle mesh Ewald (PME) method was
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applied with grid spacing of 0.16 nm and fourth-order interpolation 6.

Snapshots of
simulation were taken every 5 ps for analysis. Different conformations were identified
with the cluster analysis, which was performed with gmx cluster program. The struc-
tures were added to the same cluster if their root-mean-square deviation (RMSD) was
less than 0.8 nm. Obtained conformations were DF'T optimized using Gaussian 09 pro-

gram at B3LYP/3-21G level of theory.!” The number of hydrogen bonds was studied
with gmx hbond implemented in GROMACS.

Foldamer 3a

Molecular dynamics (MD) simulations were made with GROMACS version 5.0.4 soft-
ware”. Interactions of foldamer 3a were modeled with OPLS-AA forcefield.® Single
foldamer in crystal structure conformation (S) was first placed in 62.2 nm? (diameter =
2.06 nm) dodecahedron periodic box and system maximum force was minimized below
500.0 kJ mol~! nm~! with the steepest descent method. Minimized foldamer 3a in 62.2
nm? dodecahedron box was solvated by 591 CHCl3'2:'? molecules. Total mass of the
solvated system is 71586.458 Da. Maximum force of the solvated system was minimized
below 250.0 kJ mol~! nm~! with the steepest descent of 5000 steps. System was equili-
brated first with 100 ps NVT ensemble and then with NPT ensemble in 2 fs steps and
finally 1 ps production MD simulation was done in 1 fs steps. Pressure was maintained
at 1 atm with Parrinello-Rahman'# ' barostat and system compressibility was set same
as CHCI3'% 13 (2.16 GPa™'). Temperature was coupled to 300 K with v-rescale thermo-
stat. For short-range nonbonded interactions verlet cutoff-scheme was used with 0.005
kJ mol ps~! buffer. For long-range electrostatic interactions was applied the particle
mesh Ewald (PME) method with grid spacing of 0.12 nm and fourth-order interpola-
tion'®. Snapshots were taken from simulations every 0.5 ps for analysis. Foldamer 3a
was also soluted in DMSO by placing a single foldamer (helix) in 46.8 nm?® (diameter
1.6 nm) dodecahedron periodic box. Minimized foldamer in the 46.8 nm?® periodic box
was then solvated by 346 DMSO molecules.? '3 Total mass of this solvated system
was 28066.835 Da. The parameters for this simulation were kept the same, except for

1

compressibility, which was set to 0.41 GPa~" and snapshots were taken every 5 ps for

the analysis. Different conformations were identified with cluster analysis, which was
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Figure 2: On the left: a picture of simulated crystal structure. On the right: dihedral
angle distributions («, 8,7, d) of the crystal structure simulation. The vertical blue line
represents the dihedral angle value from experimental X-ray structure.

performed with gmx cluster program. Structures were added to the same cluster if
their root-mean-square deviation (RMSD) was less than 0.09 nm. Obtained confor-
mations were DFT optimized using Gaussian 09 program!” at B3LYP/3-21G level of
theory. The number of hydrogen bonds per timeframe was studied with gmx hbond

implemented in GROMACS.

Results and discussion
Acetylfoldamer 1

The dihedral angle distributions of the crystal structure simulation (Figure 2) indicate
1
that the structure stays intact through the 100 ns simulation. Therefore OPLS-AA

force field seems to be suitable for the conformational analysis of the acetylfoldamer 1.
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Figure 3: Structures DFT optimized at wB97D-X/6-311G(d,p) level of theory and
RMSD of the conformers @;, @,, @y-m, Sy, Sy and So-m extracted from the chloroform
simulation. The given structure appears in the trajectory when RMSD is ~ 0.05 nm.

Previously, eight different conformations were found for acetylfoldamer 1 (S, Sy, @,
@,, @'}, @'y, helix and helix-2) using Monte Carlo (MC) conformational analysis with
OPLS-2005 force field. The structures of the conformations are presented in Figures
3-6.* These structures were DFT optimized with the wB97X-D/6-311++G(3df,3pd)
level of theory. All the conformations found with this method were also found with
MD simulations (S, Sa, @, and @, in chloroform, and Sy, Sy, @'y, @'y helix, helix,, @,
and @; in methanol). In the S conformations, the acceptor oxygen O1 (S;) or O4 (S,
and S;-m) is only bonded with hydrogens HN2 and HN4, while in the @ conformations
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Figure 6: Structures DFT optimized at wB97D-X/6-311G(d,p) level of theory and
RMSD of the conformers S; and Ss, extracted from the methanol simulation. The
given structure appears in the trajectory when RMSD is ~ 0.05 nm.

the oxygens O1 or O4 are also bonded with either hydrogen HN1 or HN5. In @’
conformation O1 is bonded with a strong hydrogen bond to hydrogens HN2 and HN4
(distance below 2 A), and oxygen 04 to H2D and methyl group (distance below 2.5 A).
In @', conformation O4 is bonded with a hydrogen bond to methyl group (distance 2.5
A) and to hydrogens HN2 and HN4 (distance below 2 A), and O1 is bonded to hydrogen
H3A (distance 2.4 A). In helix conformer oxygen O1 is only bonded to HN2 (distance
1.7 A) and 04 to HN1 (distance 2.2 A), while in helix, conformer O4 is bonded to HN4
(distance 1.7 A) and Ol to HN5 (distance 2.3 A). Moreover in helix conformations
A-ring and D-ring have parallel displaced m-stacking interaction.

Four of these conformations (S;, Sy, @; and @,) were found with a cluster analysis
from the chloroform simulation, which clearly favors @y conformation. The conformers
@, and S, also appear as mirror forms (@y-m and S;-m). Their intramolecular forces
are identical and therefore their total electronic energies and dipole moments are also
the same (Table 1). The @, conformation folds into its mirror conformation through
the So and So-m conformations with also a very short appearance of @; conformer.

The reason why @, conformation is much more populated than @; can be explained by
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energetics. It seems that in the case where the conformations are structurally similar
the simulation prefers conformer which has lower energy under the OPLS-AA force field
(Table 1).

In methanol simulation a total of eight different conformations (S;, Sy, @'}, @'y,
helix, helixy, @; and @,) were found. The simulation consists of two major clusters.
In the more populated cluster the conformation changes rapidly between @'; and @,
conformers. There are also very short shifts to mirror forms of helix and helixs; con-
formers, which both seem to be intermediates? between @'y and @, conformers. The
other cluster consist of @5 and @; conformers which are both only present in mirror
forms. Also in this case there are helix intermediates (helix and helixy) between the
two main conformations. The conformation also folds back to starting S; conformer a
few times.

Acetylfoldamer 1 favors completely different conformers in methanol and chloro-
form. As can be seen from Table 2, methanol can form hydrogen bonds with amide
oxygens and hydrogens of acetylfoldamer 1. This makes it possible for methanol to
break hydrogen bond network of the oxygen and three amide hydrogens in @ conform-
ers, which then leads to formation of @ conformers. In the case of chloroform solution,
only intramolecular hydrogen bonds of acetylfoldamer 1 are possible (Table 2) and
thus, the hydrogen bond network remains intact and @ conformations are not formed.
The relative minimum energies do not explain why certain conformations are favoured
(Table 3). However, they show that the most favorable conformers have the lowest free
energy differences, so the reason is really based on the solvation effect.

The energies of the conformers from the MD simulation differ only slightly with
the respective conformers obtained by Monte Carlo methods except for @; and helix,
conformers, where the energy differences are more significant. The minimum energies
of @; and helixs conformers are lower in MD simulation than the minimum energies ob-
tained from the Monte Carlo analysis. It seems that more lower energy conformations
can be found with MD simulations in OPLS-AA force field than with the Monte Carlo
conformational search. Interestingly, the optimized minimum energies of the conforma-
tions @, @'1, @'5-m and helix, are different depending on the minimization method

(OPLS-AA or GAFF force field).
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Table 1: Relative energies in kJ-mol™! and dihedral angles of all conformations found
in MD simulations.

Conf. | Bt | Ega” | Bmc® | Eee? |« I v 5
S, | 122 | 122 [ 121 | 188 | 156.1 | -51.4 | 81.4 | 54.3
@ | 131 | 20.7 | 20.5 | 16.1 | 147.3 | 126.3 | 113.9 | 59.9
@ | 172 | 172 [ 173 | 2.3 | 167.7 | 144.6 | -126.5 | -132.5
@Qy-m | 172 | 17.2 2.3 |-167.6 | -144.6 | 126.5 | 132.6
S, 26 | 26 | 28 | 0 | -52.1 | 141.4 | -131.1 | -145.0
So-m | 2.6 | 26 0 | 52.1 [-1414 ] 131.1 | 145.0
@, | 66 | 20.7 | 6.6 | 10.5 | 166.2 | 149.6 | -54.4 | -139.9
@y-m | 208 | 10.0 | 10.0 | 9.0 |-138.7[-148.0 | 128.5 | 45.9
helix, | 13.0 | 81 | 13.0 | 4.2 | 176.4 | 136.9 | 119.6 | 130.4
helix | 0 0 0 | 5.6 | 155.1 [-154.7| 52.3 | 50.1

a) Eo: total relative electronic energies of the found conformations first minimized by OPLS-AA, and
later computed at wB97X-D/6-3114++G(3df,3pd) level of theory, b) E,qfs: total relative electronic
energies of the found conformations first minimized by GAFF, and later computed at wB97X-D/6-
311++G(3df,3pd) level of theory, c) E,,.: total electronic energies of the conformations found with
Monte Carlo analysis computed at wB97X-D/6-311++G(3df,3pd) level of theory, d) E,.: energies
obtained with (L-BFGS) algorithm in GROMACS.

Table 2: The average number of intra- and intermolecular hydrogen bonds per picosec-
ond in methanol and chloroform.

| Acceptor | Donor | Intramol. (MeOH) | Intramol. (CHCl3) | Intermol. (MeOH) |

01 0.452 0.176 0.362
02 0.007 0.177 0.356
03 0.019 0.062 0.331
04 1.386 1.937 0.166
HN1 0.198 0.881 0.390
HN?2 0.715 0.471 0.011
HN4 0.866 0.916 0.002
HN5 0.086 0.085 0.432

Table 3: Free energy differences between conformations in chloroform and methanol.

| Conformation | AGcpcy, (kJ/mol) | AGyeon(kJ/mol) |

S, 6.1 8.0
S, 3.5 10.7
Q, 0 5.6
Q, 8.2 2.7
Q' - 0
@ 5-m - 1.6
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The hydrogens which are coupled to HN1 in the experimental 1D NOE spectrum
in CDCl3 ( NOE spectrums are available as supporting information from reference?)
are listed in Table 4. If distance between hydrogens is less than 5 A the correlation
can be seen in the NOE spectrum. During the simulation the distances from HNI to
hydrogens H4C, H5C, H4B and H5B are always more than 5 A (appendix 2). However
the peaks of all these hydrogens (H5A, H4C and H5C are overlapped) are seen in
the NOE-spectra. The experimentally observed correlation to H4C, H5C, H4B and
H5B is hard to rationalize, since the distance to HN1 is more than 6.0 A during the
whole simulation and a possible conformation with the HN1 coupling to H4C, H5C,
H4B and H5B hydrogens seems unlikely and the structure with coupling distorted.
Therefore, these peaks in NOE-spectra are most likely just artefacts. The rest of the
peaks in NOE-spectra can be explained by the conformations of the simulation. None
of the conformations alone equates to the experimental NOE-spectra, which inevitably
indicates that there is an ensemble of conformers giving rise to the observed NOE peaks.
The coupling to HN5 is a proof that at least somewhat @-like conformer is present in
the solution because only in simulated @y and @; conformations the distance between
HN1-HN5 is short enough to be seen in NOE-spectra. The same applies to the H3B
and H4D couplings that are only possibly if Sy conformation is present. Only in the S;
conformation the distance between HN1-HN5 is short enough to appear in the spectra.
This particular peak is moderately weak in experimental spectra which indicates that
the acetylfoldamer 1 adopts the S; conformation rarely in chloroform, just like in the
simulation.

All the peaks in the HN5 and Me NOE-spectra can be explained by the conforma-

tions that are found in the simulation (appendix 3-4) (Table 5).

Foldamer 2a

Three different conformations were identified from the simulation trajectory with cluster
analysis (Figure 7). The simulation starts from the crystal structure of 2a-A. Confor-
mation 2a-A has three intramolecular and four intermolecular hydrogen bonds (Table
6). Intramolecular hydrogen bonds HN2-O4 and HN3-O4 are broken by DMSO, lead-

ing to the formation of conformer 2a-B at 40 ns. At 240 ns the conformation changes
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Table 4: Conformations from the chloroform simulation which would give peaks in HN1
NOE-spectrum (marked with x).

T ENE [ ]5 @ ]G]
HN?2 X | x| x| x
HN4 X X | X
HN5 X | x
H3A,H3D,H5D X | X | x| X
H4A X X
(HBA)*,H4C,H5C
H6A X | X
H3B X
H3C.H6C X X
H2D, H6D X | X | X
H4D X
Me X | x| x| X
* Overlapped signal. The para-position of H5A to HN1 automatically excludes the possibility of NOE

correlation. In simulation the H5A-HN1 distance varies from 5.5 to 6.0 A. The experimental peak is

likely an artefact.

Table 5: Conformations from chloroform simulation which gives peak in HN5 and Me
NOE-spectra (marked with x).

‘ HN5- ‘ Sl ‘ SQ ‘ @2 ‘ @1 ‘ Me- ‘ Sl ‘ SQ ‘ @2 ‘ @1 ‘
HN?2 X | x| x HN?2 X | x| x| x
HN4 X X | X HNA4 X X | X

H3AH3D.H5D | x | x | x | x | H3AJH3DH5D | x | x | x | X
H5A H4C H5C X | X H5A H4C H5C | x X | x
H3B H3B X
H5B X H5B
H3C,H6C X | X | x| X H3C,H6C X X | x
H2D, H6D X | X | x| x H2D, H6D X | x| x| x
H4D H4D X
Me X X | x Me
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Table 6: The average number of intra- and intermolecular hydrogen bonds per picosec-
ond in conformers 2a-A, 2a-B and C.

‘ 2a-A intramol. ‘ 2a-B intramol. ‘ 2a-C intramol.
O§O£§2 Avg.;;l;m. Bond  Avg. num. Bond Avg. num.
HN2—(_)4—HN3 1 29 0O2-HN1 0.623 HN2-O1-HN3 1.811
NA-O6-IING 1455 0O5-HN6 0.632 HN4-0O6-HN5 1.794
2a-A intermol. 2a-B intermol. 2a-C intermol.
DMSO- Avg. num.
DMSO- Avg. num. HN1 0.211
HN1 0.971 HN2 0.967 DMSO- Avg. num
HN4 0.812 HN3 0.714 HN1 0.957
HN5 0.117 HN4 0.701 HNG6 0.950
HN6 0.221 HNb5 0.969
HNG6 0.186

back to 2a-A, by breaking of two 2a-DMSO hydrogen bonds. After 30 ns 2a folds to
conformation 2a-C, which has the same minimum energy and dipole moment as the
experimental X-ray structure obtained from DMSO (Table 7). The conformation stays
at conformer 2a-C for the rest of the simulation. In conformation 2a-C only outer-
most amide hydrogens are bonded to DMSO. This conformer has two oxyanion hole
motifs, which implies that the foldamer 2a can form oxyanion holes in polar aprotic
solvent. Conformation 2a-C has also the lowest dipole moment, but not the lowest
minimum energy. This indicates that conformational behaviour can not be explained
with energetics, but with solution effects.

Because the simulation stays at the conformation 2a-C almost the whole simulation
time ( 730 ns) and does not fold back to other conformations, it seems that in DMSO
solution conformer 2a-C is prevalent. The couplings, which should be seen in NOE-
spectrum are presented in Table 8. During the simulation the distances from HN1 to
H2A, H3A, H5B, H6B, HN2 and HN3 in conformation 2a-C are below 5 A (appendix 5).
This means that if the conformer 2a-C is the only conformation in DMSO, only these
hydrogens should be seen as peaks in HN1 NOE-spectrum. In this case, there should
be couplings only to H2A, H3B, H6B and HN3 hydrogens in the HN2 NOE-spectrum
(appendix 6) and in the HN3 NOE-spectrum (appendix 7) there should be couplings
only to H2A, H3A, H5C, H3D and HN2 hydrogens.
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RMSD (nm)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
time (ns)

Figure 7: DFT optimized structures and RMSD of the conformers 2a-A, 2a-B and
2a-C

Table 7: Total relative electronic energy of the found conformations and experimental
X-ray structures computed at B3LYP/3-21G level of theory.

’ Conformation \ Eiot (kJ-mol™1) \ dipole moment ‘
2a-A 0 6.5
2a-B 91.5 3.0
2a-C 54.2 1.3
crystal structure in DCM 0 6.5
crystal structure in DMSO 54.2 1.3
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Table 8: Conformations A, B and C from foldamer 2a simulation and their expected
peaks in HN1, HN2 and HN3 NOE-spectrum (marked with x).

HN1- A|B|C HN2- A|B|C HN3- A|B|C
H2A, HGA | x | x | x | H2A, H6A | x | x | x | H2A, H6A X
H3A, H5A | x | x | x | H3A, H5A H3A, HHA X

H4A H4A H4A

H3B X | x H3B X | x| X H3B X | x

H4B H4B H4B

H5B X H5B H5B

H6B X | X | X H6B X H6B

H3C X | x H3C H3C

H4C H4C H4C

H5C H5C H5C X | x| x

H3D H3D H3D X | X | X

H4D H4D H4D

HN2 X | x| x HN2 HN2 X | x| x

HN3 X HN3 X | x| X HN3

Foldamer 3a

Five different conformations were identified from the simulation trajectories with cluster
analysis (Figures 8 and 9). Three conformations were found in chloroform simulation
(3a-A, 3a-B and 3a-C) and three in DMSO simulation (3a-C, 3a-D and 3a-E). The
starting conformation in CHCI3 (3a-A) was sustained until 1200 ns, after which the
conformation changed to 3a-B. After 1400 ns the conformation settled to 3a-C con-
formation for the rest of the simulation time. The structural difference between the
conformations 3a-A and 3a-B is that in the 3a-A the amide hydrogen HN1 is bonded
to the oxygen O2 and only hydrogens HN2 and HN4 form bonds with oxygen O4,
whereas in the 3a-B conformation, all three hydrogens HN1, HN2 and HN4 bond with
oxygen O4 (Table 9). Thus, 3a-B seems to be an intermediate form between the con-
formations 3a-A and 3a-C, with only the other end of the foldamer folded. As can be
seen from Table 10, conformation 3a-A has the lowest energy, but also the lowest dipole
moment according to DFT calculations. The last conformation, 3a-C, has lower dipole
moment (Table 10) than 3a-A, which may explain the popularity of the conformation.
Still, the rather long duration (1200 ns) of the conformation 3a-A at the beginning of
the simulation shows that it is hard to say which of the two conformations, 3a-A or

3a-C, is the more favourable in chloroform. The minimum energy supports the 3a-A,



68

but on the other hand, the conformation never returns back to 3a-A from 3a-C, which
also is an interesting phenomenon. This clearly indicates that the solution effects have
a huge impact on the conformational behaviour on foldamers.

The DMSO simulation starts with the 3a-C conformation, which is also the dom-
inant conformation during the simulation. The conformation changes occasionally to
conformation 3a-D the longest shift being when the simulation time reaches 600 ns,
and lasting approximately 200 ns. At the end of the simulation, the conformation
changes to 3a-E for a short period of time. As can be seen from Table 9, during the
conformational change from 3a-C to 3a-D, the hydrogen bonds between oxygen O1 and
two peptide hydrogens (HN2 and HN4) are broken resulting in intermolecular bonds
between amide hydrogens and DMSO. The reverse formation and breakage of hydrogen
bonds occur when the conformation is changed back to 3a-C. In 3a-E conformation,
the oxygen O2 is bonded only to hydrogen HN1. Three oxyanion hole motifs are present
in 3a-C conformation, while in 3a-D and 3a-E conformations the number of oxyanion
hole motifs is two.

According to the variation of the distances of hydrogens HN1, HN2, HN3 and HN4 to
other hydrogens of foldamer 3a in the DMSO simulation (appendix 8-11), the couplings
that should be seen in experimental NOE-spectrum are listed in Table 11. The coupling
to hydrogen H3C in HN1 NOE-spectrum should be seen as a peak if the conformation
3a-E is present in DMSO and the coupling to hydrogen H6D in the same spectrum

could varify the existence of conformation 3a-D.
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3a-A 3a-C

RMSD (nm)

0 200000 400000 600000 800000 1e+06
time (ps)

Figure 8: DFT optimized structures of the conformers 3a-A, 3a-B and 3a-C and RMSD,
extracted from the chloroform simulation.

3a-C 3a-D 3a-E

RMSD (nm)

o 200000 400000 600000 800000 1e+06

time (ps)

Figure 9: DFT optimized structures of the conformers 3a-C and 3a-D and 3a-E, ex-
tracted from the DMSO simulation.



70

Table 9: The average number of intra- and intermolecular H-bonds per picosecond in
conformers A-E of foldamer 3a

A intramol. ‘

B intramol.

| C (CHCI) intramol. |

O];Oélifl (;Agg?) Bond Avg. Bond Avg.
HNDOLHNS 1699 | HNI-AN2-OLFAN3 1039 | HN2-OI-FN3 1.862
HNAOG.HNS 1556 HN4-O6-HN5  1.651 | HN4-O6-HN5 1.726
HN6-OS-HN7 1.747 HN6-O8-HN7 1.727 HN6-O8-HN7 1.666
C (DMSO) intramol. D intramol. E intramol.

Bond Avg. Bond Avg.
IN2-O1-TIN3  1.875 Bond AVE. O2-TINT  0.585

HN4-O6-HN5 1.616
HN6-O8-HN7 1.662

HN4-O3-HN5  1.553
HN6-O8-HN7 1.892

HN4-O3-HN5  1.707
HN6-O8-HN7 1.854

C (DMSO) intermol.

D intermol.

E intermol.

Bond Avg.
HN1 0.953
HNS8 0.954

Bond Avg.
HN4  0.927
HN5  0.626
HN6  0.902
HN7 0.990

Bond Avg.
HN1 0.171
HN2 0.805
HN3  0.585
HN8 1.000

Table 10: Total relative electronic energies of the found conformations in both solutions
(CHCl3 and DMSO) computed at B3LYP/3-21G level of theory and dipole moments.

‘ Conformation ‘ Eiot (kJ-mol™1) ‘ dipole moment ‘

CHCl3
3a-A 0 -1.0
3a-B 95.7 -1.7
3a-C 51.0 -1.7
DMSO
3a-C 51.0 1.0
3a-D 99.0 0.4
3a-E 85.0 0.9
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Table 11: Conformations of foldamer 3a found in DMSO simulation and their expected
peaks in HN1, HN2, HN3 and HN4 NOE-spectra (marked with x).

|HN1- [C[D[E|HN2- |[C[D|E[HN3-[C|D|E[HN4-[C|D |E|
H2A* | x | x | x| H2A | x| x| x| H2A | x| x H2A | x
H3A* | x | x | x | H3A X H3A X H3A | x | x
H4A H4A H4A H4A

H3B x | x| H3B | x| x| x| H3B x | H3B

H4B H4B x | H4B H4B

H5B | x H5B H5B H5B

H6B | x H6B | x | x HG6B H6B

H3C x | H3C | x| x| x| H3C H3C

H4C H4C H4C H4C

H5C H5C H5C | x| x| x| HC | x| x| x
H3D H3D H3D H3D | x | x | x
H4D H4D H4D H4D

H5D H5D H5D | x| x| x| H5D

H6D X H6D | x| x|x | H6D | x| x|x| H6D | x| x | x
H3E | x H3E H3E H3E | x| x| x
H4E H4E H4E H4E

H5E H5E H5E H5E

HN2 | x| x| x| HN1 | x| x| x| HN1 | x| x HN1

HN3 | x | x HN3 | x| x| x| HN2 | x| x| x| HN2 | x | x | x
HN4 HN4 HN4 | x | x| x| HN3 | x| x | x

* The NOE peak of hydrogen H2A will include H6A and H3A will include H5A due to overlapping
(Figure 1).

Conclusions

In MD simulations total of four different conformations of acetylfoldamer 1 were found
in chloroform solution and seven in methanol solution. One of the conformations in chlo-
roform and one in methanol solution have lower DFT energies than the corresponding
energies found with Monte Carlo analysis in the previous article.? The reason for the
different conformational behaviour of acetylfoldamer 1 in chloroform and in methanol
is based on the different hydrogen bonding capacity of the solvent. The simulation in
chloroform matches well with the experimental CDCl3 1D NOE-spectra.

Oxyanion holes observed experimentally were also found in simulated @ conforma-
tions. These conformations are present in both solvents (methanol and chloroform). In
conclusion, we have found an efficient way to simulate acetylfoldamer 1 in two solution

states (chloroform and methanol). We suggest that this MD model is also suitable for
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the simulation of larger foldamers, which were also preliminary tested.

In MD simulation of foldamer 2a three different conformations were found in DMSO
solution. The simulation clearly favors conformation 2a-C, which have least of the
intermolecular hydrogen bonds with DMSO and the lowest dipole moment, but not the
lowest minimum energy. Thus, conformational behaviour relates to the solution effect.
It seems that in the solution state of the DMSO is only presented conformer 2a-C,
which can be proven in the future with good quality NOE-spectrum. This simulation
also predicts that foldamer 2a can form oxyanion holes in DMSO.

In MD simulation of foldamer 3a five different conformations were found in CHClI;
and DMSO solutions. In chloroform solution it is hard to identify which of the confor-
mations, 3a-A or 3a-C, is the more dominant one. While the conformation 3a-A has
the lowest energy in chloroform according to DFT calculations and the foldamer 3a
stays in that conformation for as long as the first 1200 ns, the conformation does not
return back to the starting structure during the rest of the simulation. After 1200 ns,
the conformation 3a-A changes permanently to 3a-C after a short visit at 3a-B con-
formation. DMSO simulation clearly favors the conformation 3a-C over the other two
obtained conformations 3a-D and 3a-E. In conclusion, not only the minimum energies,
but also the solution effects seem to have tremendous impact on the conformational
behaviour of foldamer 3a. The simulations also predict that foldamer 3a can form

oxyanion hole motifs in both chloroform and DMSO.
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5

Appendix 1: Topology files

Following topologies are stored in electronic form:
acetylfoldamer-vacuum.top
acetylfoldamer-crystal-unitcell.top
acetylfoldamer-crystal.top

acetylfoldamer-CHCI3.top

acetylfoldamer-MeOH.top

2a-DMSO.top

3a-CHCIl3.top

3a-DMSO.top
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Appendix 2: Variation of distances (nm) on found conforma-
tions between hydrogen HN1 and hydrogens of acetylfoldamer 1
during the CHCI3 simulation.
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Appendix 3: Variation of distances (nm) on found conforma-
tions between hydrogen HN5 and hydrogens of acetylfoldamer 1
during the CHCI3 simulation.
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Appendix 4: Variation of distances (nm) on found conformations

between hydrogens of methyl group and hydrogens

foldamer 1 during the CHCI3 simulation.
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Appendix 5: Variation of distances (nm) on found conformations
between hydrogen HN1 and hydrogens of foldamer 2a during the
DMSO simulation.

| . ,
H2A, HGA H3A, H5A H4A
— ; = b
i ! v .
H3B H4B H5B
H3C H4C H5C
1 : " 1
H3D H4D HN2
ok
HN3




80

Appendix 6: Variation of distances (nm) on found conformations
between hydrogen HN2 and hydrogens of foldamer 2a during the
DMSO simulation.
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Appendix 7: Variation of distances (nm) on found conformations
between hydrogen HN3 and hydrogens of foldamer 2a during the
DMSO simulation.
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