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Abstrakt

KaZdému tietimu ¢lovéku byva béhem Zivota zjiStén nador. Pro uspésnou 1é¢bu je diileZité
nador vcas odhalit, spravné jej diagnostikovat a zvolit ticinny zplisob 1é¢by. Ve vSech trech
oblastech se jevi jako vhodni kandidati zejména uhlikové nanomaterialy diky svym
vlastnostem. Uhlikové tecky maji potencial zejména ve zkvalitnéni zobrazovacich metod.
Nicméné uhlikové tecky mohou byt vyuzity kcilenému transportu léciv, kde napft.
ribonukleovd kyselina RNA miiZze byt jak prendSenou latkou (siRNA v genovém
umlcovani), tak cilem pro uhlikové tecky v organismu. Nicméné pred praktickym
pouZitim téchto latek je nutné peclivé prozkoumat interakce uhlikovych nanomaterialti
s organismem pocinaje nejhojnéji zastoupenymi biomolekulami. Zde radime i RNA
vyskytujici se ve v§ech burikach, ktera hraje klicovou roli v prekladu genetického kédu.

Tato prace se zaméfila na studium interakci dvou motivii sekundarni struktury
ribonukleové kyseliny (dvouSroubovice a smycky) s uhlikovymi teckami s navazanymi
funk¢énimi skupinami pomoci pocitacovych simulaci. Na zakladé vysledkli bylo moZné
posoudit, jak vliv motivu a typu bazi RNA, tak vliv funk¢ni skupiny na povrchu uhlikové
teCky na vzajemné interakce. Duplex RNA poskytuje pro mozné interakce své terminalni
baze, velky a maly zlabek, smyctka navic umoZiuje interakci svolnymi bazemi.
uhlikové tecky na terminalni baze. Pro smycku byla preferovanéj$i patrova interakce
uhlikové tecky s volnou bazi smycky. Uhlikova tecka bez funk¢nich skupin v simulacich
s duplexem nejcastéji zaujala polohu v malém Zlabku, kde interagovala s rib6zami. Témér
ve vSech simulacich do$lo k interakci mezi uhlikovymi teckami a RNA. Tato interakce vSak
nevedla k degradaci struktury RNA, coZ mliZeme povaZovat za pozitivni vysledek.

Kli¢ova slova: uhlikové tecky, kvantové tecky, RNA
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Abstract

One in three people will be diagnosed with a tumour in their lifetime. Successful treatment
depends on early detection, correct diagnosis and effective treatment. In all three areas,
carbon nanomaterials appear to be suitable candidates due to their properties. Carbon
dots have the potential to improve imaging methods, as well as in targeted drug delivery.
Ribonucleic acid RNA can actas a carrier (siRNA in gene silencing) or as a target for carbon
dots in the organism. However, before practical application, the interactions of carbon
nanomaterials with the organism must be carefully studied, starting with the most
abundant biomolecules, including the RNA, which is present in all cells and plays a key
role in the translation of the genetic code.

This work was focused on the study of the interactions of two RNA structure motifs
(duplex and hairpin loop) with carbon dots with functional groups using computer
simulations. We were able to discuss the influence of the motif and the type of RNA bases,
as well as the influence of the functional group on the carbon dot surface on the
interactions. Duplex RNA provides terminal bases, major and minor grooves for the
interaction. The hairpin loop allows the carbon dot to interact with unpaired bases. The
most preferred interaction for the duplex was the m-mt stacking interaction of the carbon
dot layer on the terminal bases. In simulations containing the carbon dot and the hairpin
loop, stacking of the carbon dot on the unpaired base of the loop occurred most frequently.
The carbon dot without functional groups in simulations with one of the duplexes most
often occupied a position in the minor groove where it interacted with ribose.

In almost all simulations, there was an interaction between the carbon dots and the RNA.
However, this interaction did not lead to degradation of the RNA structure, which can be
considered a positive result.

Key words: carbon dots, quantum dots, RNA
Number of pages: 47
Number of appendices: 2

Language: Czech



Obsah

Teoreticka cast

3 U o Y PP PP 1
2 RibonuKIEOVA KYSElINA ... sasnes 2
2.1 FUNKCE RNA ..ottt st bbb bbbt 2
2.2 Primarni, sekundarni a tercidlni struktura RNA.......ccomnnninnninnne, 2
2.3 Popis StruKtUry RNA ...t sss s 4
p 2 ] v o) 1 1= Y0 2 PR 5
3 UhlIkoVE NAaNOMALETiALY ..o bbb ss s snnes 6
3.1 UhHKOVE tEEKY courerrreiesiesiesses sttt st sttt sttt sttt ssssssssssssssssssssnssas 6
4 VYPoCetni CheMIE ... s s s s 10
4,1  Molekulovd mechanika ... 10
4.2  Molekulova dynamika ... 12

Prakticka cast

5 POPIS SIMUIACT. ..o s b 13
5.1  Simulované StrUKEUTY ...t ssssssss s ssans 13
5.2 Analyza MD trajeKtoril ... 17

6 VYSIEAKY oot s s s s s 18
6.1  Prehled vysledK{ SIMUIACT......couii s 18
6.2 Prehled typi a Cetnosti interakcl RNA ... 26
6.3  Prehled typi a Cetnosti interakcl CD ..., 27
6.4 ZNOANOCENT ...ttt s 30

A/ 17 - PSR 31

8 SUIMIMATTY ot s s s e 32

O POUZILE ZAT0J€.cueeereiee i bbb bbb s 33

3O 55 110 o | PR 37
10.1 Piiloha 1 - Prehled simulovanych modelll ..., 37

10.2 Priloha 2 - Simulaéni protoKoly ..., 39



1 Uvod

Nanomateridly k sobé pritahuji pozornost v mnoha odvétvich diky svym vyjime¢nym
vlastnostem. Mnohé nanomateridly maji unikatni vlastnosti, ale nejsou vhodné
pro vSechny aplikace. Napriklad kvantové tec¢ky na bazi kadmia vykazuji skvélé optické
vlastnosti, ale kviili své toxicité nejsou vhodné pro medicinské aplikace. Naproti tomu
uhlikové tecky, které sice ve srovnani s kvantovymi teckami na bazi kovli nemaji tak
dobré optické vlastnosti, jsou pro lidsky organismus té mér netoxické.

Uhlikové tecky patii zhlediska dimenzionality mezi 0D nanomaterialy, skladaji se
zpravidla znékolika malo vrstev grafenu, které jsou drZeny pohromadé patrovymi
interakcemi. Z hlediska medicinskych aplikaci je zajimava nejen jejich nizka toxicita, ale
také vynikajici optické vlastnosti. Mnohé védecké skupiny se zabyvaji vlastnostmi
a moznymi aplikacemi uhlikovych tetek v prevenci (senzory apod.), diagnostice (CT,
magneticka rezonance apod.) i samotné 1é¢bé riznych onemocnéni (fototermalni terapie,
fotodynamicka terapie, cileny transport 1é¢iv apod.). Do popredi se dostava také vyuziti
uhlikovych teCek v teranostice, ktera efektivné propojuje diagnostiku s pfimou moZnosti
1é¢by.

Pred realnymi aplikacemi je nicméné potreba podrobné prozkoumat interakce
uhlikovych tecek slatkami béZné se vorganismu vyskytujicimi. Mezi zakladni
biomolekuly bezpochyby patii RNA, ktera se nachazi ve vSech burnkach a hraje
nezastupitelnou roli v proteosyntéze.

Vsoutasné dobé jsou uhlikové tecky studovany predevSim experimentalné
v laboratorich. Pocet teoretickych praci, které se vénuji interakcim uhlikovych tecek
s latkami bézné se v téle vyskytujicimi nebo interagujicich konkrétné s RNA, je vSak nizky.

Cilem této prace bylo na zakladé provedeni molekulovych simulaci zanalyzovat a popsat
interakce a zmény chovani struktur RNA a uhlikovych tecek. Molekulové simulace
umoZziiuji pohled na chovani struktur a jejich interakce v atomarnim méritku, ¢imz velmi
napomahaji lepSimu pochopeni mechanismii interakeci ¢i reakci.

RNA se v téle vyskytuje jak ve formé kratkych vlaken, tak v komplexnich strukturach jako
jsou ribozomy, kde plné sparované casti jsou stridany misty, kde baze nejsou plné
sparované se svymi komplementarnimi bazemi. Simulace s takovym poctem atomdij, jako
maji ribozomy, neni v soucasné dobé v atomarnim rozliSeni vypocetné mozna. Proto byly
pro simulace vybrany tri duplexy, které predstavuji plné sparované casti, a smycka, ktera
obsahuje nesparované baze. Vlastnosti a chovani uhlikovych te¢ek jsou podminéné jejich
nabojem a pritomnosti funkénich skupin, proto byly v simulacich pouZity tfi rtizné typy
uhlikovych tetek - dvé jsou pokryté nabitymi funk¢nimi skupinami a jedna uhlikova tecka
nema na svém povrchu Zadnou funké¢ni skupinu a ani naboj.



Teoreticka cast

2 Ribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina RNA (zangl. ribonucleic acid) patii spolu s DNA (zangl.
deoxyribonucleic acid) mezi nukleové kyseliny (NA), coZ jsou makromolekularni latky,
které se skladaji z nékolika opakujicich se zadkladnich jednotek - nukleotidli. Nukleotid je
tvoren fosfatem, pétiuhlikatym cukrem a bazi. V nukleovych kyselinach se mohou
objevovat pyrimidinové (cytosin C, thymin T, uracil U) a purinové baze (adenin A, guanin
G). Struktura RNA a DNA se lisi ve vyskytujicim se cukru a jedné z pyrimidinovych bazi.
Zatimco v molekule RNA najdeme rib6zu a uracil, v DNA se setkdme s deoxyrib6zou
a thyminem. Adenin, guanin, cytosin i fosfat jsou pfitomny v obou molekulach.

2.1 Funkce RNA

RNA ma nezastupitelnou roli v syntéze proteinii - b€hem transkripce je informace z DNA
prepsana do mediatorové RNA (mRNA), ktera putuje cytoplazmou do ribozomu. Ribozom
je ribonukleoprotein obsazeny ve vSech burikach, ktery je tvoreny zejména ribozomalni
RNA (rRNA) a proteiny. V ribozomu dochazi k translaci sekvence mRNA do poradi
aminokyselin, ze kterych vznika protein. Ke tfem po sobé jdoucim bazim mRNA je
prifazen antikodon nesouci konkrétni aminokyselinu. Antikodon, ktery svym tvarem
pripomina jetelovy list, je tvofen transferovou RNA (tRNA). RNA u nékterych virt
zastupuje funkci DNA jako nositele genetické informace, tyto viry jsou proto také
oznacovany jako RNA viry. RNA ma oproti deoxyrib6ze na uhliku C2‘ navazanou
hydroxylovou skupinu, ktera stoji za zvySenou reaktivitou RNA oproti DNA, snadno
podléha hydrolyze a je tedy méné stabilni. Na stranu druhou, tato hydroxylova skupina
umoZziiuje RNA vykonavat i nékteré enzymatické funkce nebo vstupovat do interakci
s proteiny.!

2.2 Primarni, sekundarni a tercialni struktura RNA

Molekula RNA miiZe byt charakterizovana na zakladé primarni, sekundarni a tercialni
struktury, pricemz celkova konformace RNA ma vliv na jeji vlastnosti, stabilitu a chovani.

2.2.1 Primarni struktura

Primarni struktura RNA, také oznacovana jako sekvence, je dana poradim navazani
jednotlivych nukleotidii. Sekvenci popisujeme na zakladé toho, jak je RNA syntetizovana
v buiice, tedy od 5‘ k 3 konci. Nukleotid je tvofren fosfatem, rib6zou a jednou z bazi
vyskytujicich se v RNA, tedy adeninu, guaninu, cytosinu nebo uracilu. Fosfat, zbytek
kyseliny trihydrogenfosforetné, je sribézou propojen fosfodiesterovou vazbou,
a vzhledem k tomu, Ze je v deprotonované formé, nese zaporny naboj. Rib6za je cyklicky
monosacharid skladajici se z péti uhlikii. B4ze je pripojena k uhliku C1‘ glykosidickou



vazbou. Cukr-fosfatova pater nese zaporny naboj a ma polarni charakter, zatimco baze
maji charakter nepolarni.

2.2.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura RNA je zaloZena predevSim na kanonickém, tzv. Watson - Crickové
(WC) parovani bazi, kdy se uracil paruje s adeninem pomoci dvou vodikovych vazeb
a cytosin s guaninem pomoci tfi vodikovych vazeb (Obrazek 1).
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Obrazek 1 Watson-Crickovské parovani bazi

W(C parovani vyrazné napomaha stabilizaci struktury RNA. Parovanim bazi v ramci vlakna
dochazi ke vzniku plné sparovanych ¢asti (anglicky oznacovano stem) a smycek (anglicky
oznacovano loop), kde nékteré baze zlistavaji nesparované.

Dvousroubovice RNA je tvofena dvéma k sobé komplementarnimi vlakny ribonukleové
kyseliny. Tato struktura, ktera nepatii mezi béZné samostatné se vyskytujici konformace
RNA, se také nazyva duplex.

Vlasenky, smycky umisténé na konci stemu, jsou déle Kklasifikovany podle poctu
nukleotidi ve smycce (triloopy, tetraloopy, apod.). Pocet nukleotidii ve smycce se
pohybuje od 3 do 8 nukleotidii, nej¢astéjsi jsou tetraloopy (4 nukleotidy ve smycce),
jelikoZ diky svému kompaktnimu tvaru maji vysokou tepelnou stabilitu a zvySuji odolnost
vic¢i nekledzam.z Nesparované baze ve smycce mohou vstupovat do dalSich interakci ¢i se
podilet na tercialni strukture RNA.

V sekundarni strukture se také vyskytuje nekanonické parovani. V nekanonickém
parovani hraje diileZitou roli vodik v hydroxylové skupiné na ribé6ze, ktery miiZe tvorit
vodikové miistky a vstupovat do dalsich interakci. Navic kazda baze miiZe k interakci
pomoci vodikovych vazeb nabidnout kromé Watson-Crickovské hrany své zbyvajici
hrany, tj. Hoogsteenovskou hranu a hranu na strané cukru. CoZz v kombinaci
s hydroxylovou skupinou na cukru prinasi celou $kalu dalSich moZnosti parovani
pro baze - baze, baze - cukr a cukr - cukr.

2.2.3 Tercialni struktura

Na tercidlni struktufe NA, tedy usporadanim v trojrozmérném prostoru, se podili
kanonické i nekanonické parovani bazi. Mezi motivy tercidlni struktury patii riizné formy
dvousroubovice (A-formy, B-forma, Z-forma), ale také napft. G - kvadruplex, pseudouzel
atp. Podobné jako i u dalSich biologickych struktur hraje pravé prostorové usporadani
klicovou roli v biologickém rozpoznavani.



2.3 Popis struktury RNA

Strukturu NA lze popsat pomoci dihedralnich thli vtorznim prostoru, helikalnich
parametrd, $ifky Zlabki a tuhosti. Dalsi ¢ast bude podrobnéji zamérena na parametry,
které byly ovlivnény interakci RNA s uhlikovymi teckami.

2.3.1 Helikalni parametry

Konformace dvouSroubovice, sparované ¢asti RNA, popisujeme helikalnimi parametry
na zakladé geometrie parovani bazi. Zajima nés translace a rotace bazi v paru vii¢i sobé,
celého paru bazi vici ose dvousroubovice a dvou pater vici sobé navzajem. Tyto
parametry jsou shrnuty na obrazku 2, kde jsou pro jednotlivé parametry pouzity anglické
nazvy, jelikoZ ani v ¢eské odborné literatuie se neuziva ¢eskych ekvivalentd.
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Obrazek 2 Prehled helikalnich parametrii (ilustrace prevzaty z: https://link.springer.com/article/10.1007/s10822-016-
0007-0)

2.3.2 7Zlabky

Ve dvousroubovici NA jsou vldkna na jedné strané

blize k sobé neZ na strané druhé - tim vznika velky

a maly Zlabek (Obrazek 3). Geometrie obou typi
purin-pyrimidinovych parti jsou podobné v jejich )
relativnich polohach bazi, proto nemda sekvence iY:tl)l:i
vlaken vliv na tvar Z1abkd. Zmérenim hloubky a Sitky

71abkl 1ze ziskat informace o rtiznych konformacich,
které miZe NA nabyvat. Zatimco dvouSroubovice
DNA zaujima vétSinou B-formu dvouSroubovice,
duplex RNA se vyskytuje hlavné v A-formé. A-forma
dvousroubovice je ve srovnani s B-formou $irsi, ma
hlubsi velky Zlabek a méné hluboky maly Zlabek.34
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Obrdzek 3 Velky a maly Zlabek duplexu RNA
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2.4 Stabilita RNA

7z

Na stabilitu struktury RNA ma zasadni vliv parovani bazi, patrové m-m interakce
arozpoustédlo. 3

2.4.1 Parovani bazi

Jak bylo wuvedeno jiz drive, ve struktufre RNA dochazi ke kanonickému
a nekanonickému parovani. Vyskytujici se baze maji znacny vliv na stabilitu struktury
RNA. S rostoucim poctem sparovanych bazi vzriista stabilita struktury. >

2.4.2 Patrové interakce

Patrové interakce (PI), také oznacované m-m stacking, patfi mezi nekovalentni
intermolekularni interakce mezi aromatickymi molekulami. Na zakladé vzajemné polohy
aromatickych ¢asti molekul rozliSujeme tfi typy patrovych interakci, jejichZ schematické
znazornéni je na obrazku 4. Mezi komplexnéjsSimi strukturami saromatickym
charakterem, které maji dynamické chovani, ¢asto nelze jednoznacné rozlisit, zda se
primarné jedna o sendvitovou nebo paralelné posunutou PI, proto tyto typy PI nebudou
v této praci rozliSovany. Naopak vyskyt PI tvaru T bude zdiiraznén.

Q
=

sendvicova PI Pltvaru T paralelné posunuta PI
(sandwich) (T - shaped) (parallel-displaced)

Obrazek 4 Ukazka typti patrovych interakci mezi aromatickymi molekulami
(inspirovdno z https://en.wikipedia.org/wiki/Pi-Stacking_%28chemistry%29)

2.4.3 Rozpoustédlo

Zatimco patef NA ma zaporny naboj a hydrofilni charakter, baze NA maji charakter
hydrofobni. Tyto opa¢né vlastnosti se projevuji na chovani struktury v zavislosti
na charakteru rozpoustédla. Ve vodném prostredi je kontaktu s molekulami vody
vystavena predevSim polarni cukr-fosfatova patef. V nevodném prostiedi dochazi
ke zménam ve strukture NA, ktera se odrazi napr. na teploté tani. Nezanedbatelny vliv ma
také pritomnost iontl v rozpoustédle. Zaporny naboj patere je kompenzovan kationty,
které se shromazd'uji zejména ve velkém Zlabku a napomahaji stabilizaci struktury.
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3 Uhlikové nanomaterialy

Nanomateridly jsou obecné definovany jako materialy, které maji alespon jeden rozmér
v rozmezi 1-100 nm. Uhlikovymi nanomaterialy rozumime nanomaterialy, které jsou celé
nebo z vétsi ¢asti tvoreny atomy uhliku. Mezi zakladni uhlikové nanomaterialy patii
grafen, uhlikové tetky, uhlikové nanotrubicky, fullereny, nanodiamanty apod.
V derivatech téchto material miiZe byt uhlik nebo vodik nahrazen dal§imi prvKky ¢i jinymi
skupinami.’8

Uhlik jako makrobiogenni prvek je zakladem vSech organickych sloucenin, tedy i nas.
Materialy na bazi uhliku hraly vyznamnou roli v déjinach celého lidstva. Mezi
nejvyznamnéjsi formy uhliku v pfirodé patii diamant (alotrop uhliku v sp3 hybridizaci),
grafit (vrstveny alotrop uhliku vsp? hybridizaci) a uhli (amorfni forma uhliku).
Ac¢ diamant a grafit jsou alotropy stejného prvku, jejich vlastnosti jsou diametralné
odlidné. Zatimco diamant patii k nejtvrdSim nerostim, je prithledny a neni vodivy, tak
grafit se v Mohsoveé stupnici tvrdosti minerald nachazi na opa¢ném konci neZ diamant, je
¢erny, nepriihledny a zhlediska vedeni elektrického proudu patfi mezi vodice.
Nanomaterialy na bazi uhliku maji mnohem S$irsi spektrum vlastnosti a moznych forem.
Pravé diky svym unikatnim vlastnostem, biokompatibilité a nizkému dopadu na Zivotni
prostredi se uhlikové nanomaterialy dostavaji vice do popredi napf. v medicinskych
aplikacich.?

3.1 Uhlikové tecky

Uhlikové tecky CD (z angl. carbon dots) patfi z hlediska dimenzionality mezi
0D nanomaterialy, coZ znamena, Ze vSechny rozméry maji mensi nez 100 nm, zpravidla
se jejich velikost pohybuje v rozmezi 2-3 nm.8

3.1.1 Struktura, vlastnosti a priprava

Uhlikové tecky se skladaji z nékolika malo vrstev (platti) grafenu nad sebou. Uhlik se zde
nachazi vsp? hybridizaci, jeden elektron zlistdvd volny a diky tomu maji vrstvy
aromaticky charakter. Patrové interakce mezi vrstvami spole¢né s hydrofobnim
charakterem vrstev hraji kliCovou roli vzachovavani pribliZzné kulovitého tvaru
uhlikovych te¢ek v polarnim prostiredi, na kterém se také podili elektrostatické interakce.
Jednotlivé vrstvy nejsou propojeny chemickou vazbou, proto miiZe dochéazet k rotovani
a klouzani vrstev po sobé.

Struktura, a z ni vyplyvajici vlastnosti, je z velké ¢asti ovlivnéna zvolenym zpiisobem
piipravy (vybrany prekurzor, typ syntézy, teplota, atmosféra atd.). Cetné analyzy
prvkového sloZeni prokazaly, Ze CD obsahuji kromé uhliku a vodiku také kyslik a dusik.
Tyto prvky mohou byt pfimo zabudovany do struktury CD nebo ve formé funk¢ni skupiny
na povrchu CD. Mezi typické funkéni skupiny pokryvajici CD patii hydroxylova,
karboxylova skupina nebo aminoskupina. Tyto skupiny jsou ¢asto pritomny v disociované



formé. Pro priklad sloZeni CD slouZi spektrum uhlikovych tec¢ek (Obrazek 5) ziskané
pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou transformaci FTIR.10.11
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Obrazek 5 Spektrum CD ziskané pomoci FTIR (prevzato a upraveno z 52)

Vlastnosti uhlikovych tecek jsou determinovany jejich strukturou. CD vykazuji
fotochemickou a tepelnou stabilitu. Funkéni skupiny na povrchu ovliviiuji jejich
rozpustnost, povrchovy naboj, optické i dal$i vlastnosti. Pro medicinské aplikace je
zajimava predevSim jejich luminiscence, biokompatibilita, moZnost povrchové
modifikace a schopnost pronikani napf. do nadorovych tkani, za kterou stoji mala velikost
CD a odli$na architektura nadorovych a zdravych tkani. Vlastnosti a chovani uhlikovych
teCek se nedaji jednoznacné shrnout, jelikoZ se odviji od rozmérd, tvaru, velikosti povrchu
a modifikace povrchu. Znalost vzajemnych zavislosti je mocnym nastrojem, ktery
umoZiiuje pripravit nanomaterial s poZadovanymi vlastnostmi pro konkrétni aplikaci.10.11

Priprava CD je také klicovym faktorem ovliviiujicim vysledné vlastnosti CD. Roli hraje jak
zvoleny prekurzor, tak i zplisob chemické syntézy. Uhlikové tec¢ky se daji pripravit
metodou top-down (zhora dolii) nebo bottom-up (zdola nahoru). Mezi ¢asté prekurzory
pro pripravu CD bottom-up metodami (napf. pyrolyza, solvotermalni a hydrotermalni
syntéza atp.), které vyuZivaji polymeraci molekuldrnich prekurzorti, patii latky
prirodniho piivodu (napt. kyselina citronova, mocovina, glukdza, ale i odpad z kavy).
Na obrazku 6 jsou pro priklad uvedeny prekurzory a typy bottom-up syntézy, kterymi byly
pripraveny CD emitujici v témér celé Skale viditelné ¢asti spektra.ll

Pyrolyza Solvotermalni syntéza
CA, mogovina, Floroglucinol, CA, DAN, EtOH, CA, CA, mogovina, NH4E, DMF
Kyselina DMF EtOH, Hz504 H2504 HCONHz
asparagova -~ _ Gd, p-PD, CA, DAN, 0-PD, kyseliny, J N,N-Dimethyl- J CA, mocovina, J
CA—__ EtOH L EtOH p-PD,DMF ___ DMSO | Cyanin, PEG 800
Spermidin T — \ - ——

Exc nezavislé
Exc zavislé

Emisni
vinova délka (nm)

Hydrotermalni

syntéza P \ S S S
o~ e J S el T T T
CA, EDA, Glukéza, Heteroareny, Polythiofeny Sacharoéza 0-PD, Melounovy
Gd, Yb L-Arg ZnClp HNO3 dius
Kyselina 1,3,6-Trinitropyren, Motovina  2,3-Diaminofenazin CA, tetraminochinon Polythiofen,
hyaluronova NaS03 NaOH Se(Ph)y, NaOH

Obrazek 6 Prehled prekurzori pouzivanych metodami bottom-up syntézy CD (prevzato a upraveno z 12)



3.1.2 Potencial medicinskych aplikaci CD v kombinaci s RNA

U kaZdého onemocnéni je dlleZité vcas jej zjistit, spravné diagnostikovat a t¢inné lécit.
V kazdé zminéné oblasti maji uhlikové nanomaterialy velky potencial pro zkvalitnént jiz
vyuzivanych metod a také umoZnit metody nové. Studium interakci CD s RNA ma sviij
vyznam hned z nékolika divodti. CD i RNA mohou v zavislosti na konkrétni aplikaci hrat
rizné role. CD miiZe vystupovat jako nosic 1é¢iva nebo piimo aktivné ptisobit. RNA miiZe
byt jak cilem pro CD v organismu (mtiZe se jednat o zdravou RNA, poskozenou RNA nebo
cizi RNA (napf. virovou RNA)), tak miiZe byt piendSenou latkou (Obrazek 7).

3.1.2.1 Prevence a detekce onemocnéni

Prevence musi byt jednoduchd, co nejméné invazivni a levna, aby se dala realizovat
ve velkém méritku. Pro tento ucel se zacinaji vyuZivat predevSim senzory na bazi
grafenul3, nicméné v posledni dobé se do hledacku vyzkumnych skupin dostaly i uhlikové
tecky. Jiz byly in vivo testovany CD, které méni své optické vlastnosti v zavislosti na teploté
nebo na pH prostiedi.l* Nékteré typy senzoril vyuZivaji pouze uhlikové tecky, ¢astéjsijsou
vSak napf. enzymatické senzory, biosenzory antigen-protilatka nebo biosenzory
nukleovych kyselin, kdy na principu komplementarity bazi je mozné detekovat
specifickou sekvenci NA tak, Ze po navazani NA dojde ke zméné elektrochemického

signalul> nebo zméné optickych vlastnosti (napf. zhaSeni luminiscencel®).

diagnostika (CT, MR, atd) @ @ fototermalni terapie

cileny transport l1é¢iv @ fotodynamicka terapie

biosenzory @ @ teranostika
antivirotika

@ bioimaging

genové umléovani @
cileny transport lé¢iv
Obrazek 7 Aplikace CD v mediciné s ohledem na roli CD a RNA v zavislosti na konkrétni aplikaci

3.1.2.2 Diagnostika

Pro spravné vyhodnoceni rozsahu onemocnéni, ale i studium onemocnéni jako takového,
jsou nezbytné zobrazovaci metody. Uhlikové tecky maji potencidl pro Siroké uplatnéni
pravé v této oblasti diky malé velikosti (vysoké pronikavosti), nizké toxicité a schopnosti
fluorescence. Fluorescence uhlikovych tecek miiZe byt kombinovana s jiZ pouZivanymi
zobrazovacimi technikami v mediciné, napf. s magnetickou rezonanci nebo vypocetni
tomografii CT (z angl. computed tomography), kde zvySuji rozliSovaci schopnost
a poskytuji detailnéjsi vysledky.17.18



3.1.2.3 Lécba

Z hlediska 1é¢by mohou CD i RNA hrat rtiznou funkci. Prvni moZnosti je cileny transport
1é¢iv19.20, kde CD slouZi jako nosic aktivni latky. Role RNA v cileném transportu 1é¢iv miiZe
byt dvoji. Prvni moZnosti je prizplisobeni CD tak, aby vyhledavaly specificky typ RNA.
MiiZe se jednat o zdravou RNA, RNA pozménénou v diisledku onemocnéni nebo RNA cizi
pro organismus. CD se také mohou shromaZzdovat v mistech bohatych na RNA. CD
na misté urceni po aktivaci uvolni 1éCivo (napf. chemoterapii). 2021 DalSi moZnosti je
vyuziti RNA jako latky prenaSené pomoci CD. VétSinou se jedna o kratka vlakna RNA, toho
vyuziva napf. genové umlcovani.?? Cileny transport 1éCiv predstavuje mnohem
efektivnéjsi alternativu k tradi¢nimu podani 1é¢iva, které je distribuovano v ramci celého
organismu. Pro dosaZeni uc¢inného mnozZstvi 1é¢iva v zasaZené oblasti je potieba podat
nékolikandsobné vétsi mnoZstvi 1éc¢iva, které ¢asto zpiisobuje negativni vedlejsi u¢inky.23

Fototermalni i fotodynamicka terapie vyuZivaji optickych vlastnosti CD a jejich vysoké
pronikavosti do tkani (napf. nadorové tkané). V obou pripadech dochazi ke kumulovani
CD v urCitém misté v organismu (napf. misto s vysokym obsahem RNA, coZ je typické
pro nadorové tkané), a jejich naslednému ozareni zarenim. Fototermalni terapie
vyuziva jevu, Ze CD se v dlisledku ozateni zahtivaji a tim zahtivaji i okolni prostiedi, coz
vyvolava apoptézu (bunéc¢nou smrt) bunék v bezprostredni blizkosti CD, nikoliv v celé
tkani.24 Fotodynamicka terapie funguje na principu excitace CD zaienim, které nasledné
zplsobi preménu Kkysliku na jeho mnohem reaktivnéjsi formy ROS (z angl. reactive oxygen
species). Silné oxidacni vlastnosti vznikajicich ROS zptlisobuji smrt bunék. 2> Vyhodou
obou terapii je jejich neinvazivnost a moznost kombinovat 1é¢bu s jinymi druhy terapie,
napf. chemoterapit.

Teranostika, neboli propojeni diagnostiky pifimo s terapii, je velmi Zadouci, nebot
znamena pro pacienta méné zasahli do organismu a lékari poskytuje lepSi obraz
0 pacientové stavu a moznost piimo reagovat na zjiSténou situaci.17.26 Vyzkumy potvrdily,
ze CD se daji soucasné vyuzit k vice diagnostickym metodam, napf. fluorescentnimu
a fotoakustickému zobrazovani pro lokalizaci a distribuci in vitro a také in vivo. Nasledné
mohou byt CD ozareny zarenim o specifické vinové délce a byt pouzity k fototermalni
nebo fotodynamické terapii.

3.1.2.4 Rizika vyuziti CD v medicinskych aplikacich

CD se v organismu nevyhnutné dostanou do kontaktu s RNA, ktera se vyskytuje ve vSech
buiikdch. Na vlastnosti CD a jejich interakce s RNA se da nahliZet dvojim zpiisobem.
Na jedné strané je z hlediska mnoha aplikaci jejich vzajemna interakce vyhodn4, na strané
druhé miiZe byt nezadouci aZ rizikova. Pro medicinské aplikace jsou vhodné zejména CD
pripravené v piirodnich prekurzorti (napt. kurkuminu) kvili vyssi biokompatibilité,
které jsou pokryté kladnymi hydrofilnimi skupinami, které zjednoduSuji pohyb CD
v krevnim frecisti a Casto samy o sobé vykazuji pozitivni terapeuticky ucinek
na organismus. 27,28

Vlastnosti CD a jejich interakce nejen s RNA je diileZité celistvé prozkoumat, umét spravné
a prakticky vyuzit, ale také znat rizika a eliminovat je. Zatim chybi rozsahlejsi studie
zabyvajici se dlouhodobymi neZadoucimi ucinky CD ¢i jejich toxicitou in vivo. Mnohé
dileZzité faktory miZeme prozkoumat pomoci pocitacovych simulaci in silico.



4 Vypocetni chemie

Velka cast vyvoje védy je zaloZena na teoriich a experimentech. S rozvojem vypocetni
techniky se na scéné objevily pocitacové simulace, které se snazily napodobit vysledky
ziskané experimenty. S raketovym rozvojem techniky a vypocetnimi moZnostmi pocitaci
se role postupné méni. Simulace maji oproti experimentiim hned nékolik vyhod. Mnohé
experimenty by byly finan¢né a ¢asové narocné, jiné nebezpecné. Pocitacové simulace
také umoznuji sledovat biologické déje na atomarni urovni, coZ je rozliSeni, které je
experimentalné v této dobé velmi téZko dosaZitelné nebo uplné nedosaZzitelné.

Simulace se pouZivaji nejen u systémi, které nelze nyni experimentdlné pozorovat, ale
mohou nam poskytnout i dopliujici informace o znamych a jiz popsanych déjich.
Pro simulaci sloZitéjsich biologickych systémti mtiZeme pro popis atomi pouZit klasickou
tzv. molekulovou mechaniku nebo kvantovou mechaniku. Zatimco molekulova
mechanika pracuje s atomy jako s hmotnymi body s konstantnim parcialnim nabojem,
kvantova mechanika zahrnuje do vypocti i elektrony a elektronové orbitaly. Kvantova
mechanika nam sice umozinuje ziskat informace o pohybu a vzajemnych interakcich
atomt, ale vypocetné je prili§ narocnd, proto se pouziva piredevSim pro malé systémy.
Molekularné dynamické simulace nam umoZnuji vhled do déni v atomarnim rozliSeni
v systémech o velikosti stovek azZ miliont atom{, coZ ndm pomaha 1épe pochopit jejich
chovani bez sloZitych a naro¢nych experimentli s drahym vybavenim. Simulace vSak
zatim nejsou bezchybné a jejich vysledky musime porovnavat s experimentalné
méfenymi daty.2?

4.1 Molekulova mechanika

Molekulova mechanika MM popisuje potencidlni energii atomi v systému jako funkci
polohy téchto atomil a je vyjadrena jako soulet energii vazebnych a nevazebnych
interakci. Parametry definujici ¢leny pro vypocet potencidlni energie se dohromady
nazyvaji silové pole. K charakterizaci systému vyuZziva MM klasickou mechaniku.
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4.1.1 Cleny potencialni energie v MM

Potencidlni energii v MM miiZeme vypocitat jako sumu prispévkil energie jednotlivych
slozek. Prispévky energie jsou vazebné (kovalentni) a nevazebné (nekovalentni).
Mezi vazebné prispévky patii energie pnuti vazeb, energie ohybani vazebnych
a dihedralnich uhld. Do nevazebnych prispévkl radime energii van der Waalsovych
(vdW) a elektrostatickych interakci (Obrazek 8).

B =Y Ly by ,
vazebné

interakce
energie pnuti energie ohybani energie deformace
vazeb vazebnych tihld dihedralnich uhld
3 2, € '
nevazebné
energie interakci energie interakci interakce
van der Waalsovych elektrostatickych

Obrdzek 8 Vazebné a nevazebné interakce

Vypocet potencialni energie harmonického oscilatoru, resp. pruziny, je pouzity
pro vypocet potencialni energie chemické vazby. Tuhost pruZiny kje nahrazena
silovou konstantou chemické vazby k,,,, délku pruziny vrovnovazné poloze x, a
okamZité poloze x nahradime délkou chemické vazby idealni r, a okamZité r. Po takové
upravé dostavame vztah pro vypocet energie vazeb E,,,:

Epruiina ==k- (_xo)z = Evaz =5 kyaz " (r — rO)z Rov. 4.1

2 2
Potencialni energii vazebnych uhla Eg;,; pocitdime obdobné jako energii vazeb, tedy
pomoci harmonického oscilatoru, resp. pruziny, upravené do rovnice 4.2, kde kye; je
silova konstanta vazebného uhlu, 8 je aktualni velikost vazebného uhlu a 6, je rovnovazna

velikost vazebného uhlu.

1 1
Eprusing = 5" k- (=%0)* = Egner = 5" Kaner " (6 — 6o)? Rov. 4.2
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Potencialni energii dihedralnich uhli E;;;, vypocitame podle rovnice 4.3, kde V, je
vySka potencialové bariéry, w predstavuje velikost dihedralniho uhlu, n periodu a y
fazovy posun.

Eqin =5 Vo - [1 4 cos(nw —)]?

N =

Rov. 4.3

Potencialni energii van der Waalsovych interakci popisujeme Lennard-Jonesovym
potencialem, ktery je uveden v rovnici 4.4, kde &;; je hloubka potencialového minima, g;;

popisujici vzdalenost jader a r;; je vzdalenost dvou atomdi.

o\ 12 N
— a0 |(ZH) _(ZU
Evaw = 4¢€;j [(ﬁj) <7‘ij> ] Rov. 4.4

Potencialni energii elektrostatickych interakci E,; se pocitd pomoci Coulombova
zakona, ktery je uveden v rovnici 4.5, kde ¢, je permitivita vakua, €, je relativni permitivita
prostiedi, g; a q; jsou parcialni naboje na atomech i aj a r;; je jejich vzajemna vzdalenost.

__ 1 g
Amege, 1y

Eel Rov. 4.5

4.2 Molekulova dynamika

Molekulova dynamika (MD) spolupracuje s MM tak, Ze z gradientu potencialni energie
vypocita silu, kterd plisobi na jednotlivé atomy. Na zakladé druhého Newtonova zakona
miiZeme tuto silu prevést na zrychleni, které ovlivni rychlost daného atomu.
V pocitatovych simulacich ale neni moZné vypocitat zcela spojitou trajektorii.
V simulacich nastavujeme délku kroku, kdy se v kazdém kroku vyhodnoti sily piisobici
na atom a pocita se s tim, Ze mezi kroky ztistavaji sily plisobici na atom konstantni. Délka
kroku je tudiZ limitovana rychlosti nejrychlejsi vibrace v systému, obvykle vibraci vodiku.
Rilizné simula¢ni programy pouZivaji rtizné algoritmy. Mezi béZné pouZivané simula¢ni
balicky patfi AMBER3? a GROMACS 31, které zahrnuji vice programii umoZiujici
uZzivatelim pripravovat simulace systémi se stovkami aZ miliony ¢astic na zakladé
Newtonovych pohybovych rovnic. Skvéle se hodi pro simulace biologickych molekul, mezi
které patii proteiny, nukleové Kkyseliny, lipidy a pravé i nanomaterial@i. Simula¢ni bali¢ky
také obsahuji soubory silovych poli pro MM. 32
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Prakticka cast

5 Popis simulaci

Cilem této prace bylo podrobnéji prozkoumat vzdjemné interakce dvou motivi
sekundarni struktury ribonukleové kyseliny (duplexu a smycky) s uhlikovymi teckami
s navazanymi funkénimi skupinami pomoci molekulovych simulaci. Na zakladé vysledki
bylo moZné posoudit, jak vliv motivu a typu bazi RNA, tak vliv funk¢ni skupiny na povrchu
uhlikové tecky na vzajemnou interakci.

5.1 Simulované struktury

V nasledujici ¢asti jsou popsany jednotlivé studované struktury RNA a CD. Pro kazdou
strukturu byla provedena simulace nejdiive samostatné, aby bylo moZné posoudit zménu
chovani v diisledku vzajemné interakce. Struktury RNA a CD byly pripraveny pomoci
riznych simula¢nich balickii (RNA v AMBER, CD v GROMACS), proto byly pfipravené
struktury CD nejdfive minimalizovany samostatné a nasledné prevedeny do formatu,
ktery vyuziva AMBER.

5.1.1 RNA

V simulacich jsou pouzity Ctyfi struktury RNA - 1 smycka a 3 duplexy. Smycka GAGA
patii do rodiny tetraloopti GNRA, kde N piedstavuje libovolnou purinovou bazi (adenin,
guanin) a R predstavuje libovolnou bazi. Smycky z rodiny GNRA patii mezi nejcastéji se
vyskytujici rodiny smycek. Duplexy se liSi svoji délkou i typem vyskytujicich se bazi.
Na zakladé této riiznorodosti bude moZné studovat, zda ma vliv na chovani uhlikové tecky
vyskytujici se baze v duplexu ¢i délka duplexu. V tabulce 1 jsou uvedeny podrobné
informace o studovanych strukturach.

Tabulka 1 Prehled simulovanych struktur RNA

Oznaceni PDB ID V};ikg;lzlgd null:l(::((:)ettidﬁ null()l(::(:)ettidﬁ
(vlakno) (celkem)
smycka GAGA 1Q9A! ACGU 8 8
AU duplex 1RNA AU 14 28
CG duplex zadnéll C G 10 20
MIX duplex 1QCO ACGU 19 38

I'Z uvedeného PDB ID byla poutita rezidua 2658-2663 a byl ptidan C-G terminalni par bazi

(https: //www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6169534/).
I CG duplex byl vystaven pomoci programu NAB (Nucleic Acid Builder).
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5.1.2 Uhlikové tecky

Pro ucely simulaci byly pripraveny tfi riizné CD - dvé jsou z 10 % pokryté funkénimi
skupinami, jedna neni pokryta zZadnou funké¢ni skupinou. VSechny uhlikové tecky byly
pripraveny pomoci Carbon Dot Builderu33 (externiho rozsireni pro vizualiza¢ni program
VMD34). Skladaji se z péti vrstev, tii prostiedni vrstvy maji na své hrané tii aromaticka
jadra, dvé krajni vrstvy maji na své hrané pouze dvé aromaticka jadra. Vzdalenost dvou
krajnich vrstev je 1,34 nm a primér prostiedni vrstvy je asi 1,21 nm (Obrazek 9).
Experimentalné pouzivané CD maji nejc¢astéji primér pohybujici se v rozmezi 2-3 nm.

1,34 nm 1,21 nm

Obrazek 9 Uhlikova tecka se zobrazenou prostredni vrstvou

V praxi se nesetkame s uhlikovymi teckami, které by se skladaly pouze z uhliku a vodiku,
hojné je zastoupen také dusik a kyslik. Mezi nejCastéji se vyskytuji skupiny patii
hydroxylova, karboxylova skupina a aminoskupina. Pfi neutralnim pH, které ma
i napt. krev, jsou tyto skupiny prevazné v disociované formé. K tomuto bylo prihlédnuto
pfi volbé funké¢nich skupin. Pro moZnost hodnoceni vlivu funkéni skupiny a naboje
na interakci CD s RNA byly pro modifikaci CD vybrany dvé riizné funkéni skupiny
sriznymi naboji. Z kladnych funkénich skupin byla zvolena CD pokryta kladnou
protonovanou aminoskupinou (déale oznacena jako CD_NH3), ktera miiZe vstupovat
do vodikovych vazeb jako donor protonu. Diky kladnému naboji miiZze dochézet
k pritazlivé elektrostatické interakci se zaporné nabitou pateii RNA. Pri volbé zaporné
funk¢ni skupiny padl vybér na deprotonovanou karboxylovou skupinu (dale jako
CD_C0O0), ktera se mliZe ucastnit vodikovych vazeb jako akceptor protonu, resp. donor
volného elektronového paru. Pro srovnani byla pripravena i CD bez pokryti funkénimi
skupinami (dale jako CD_pure), jenZ slouZi jako referencni, jelikoZ v praxi se nesetkame
s CD tvorenymi pouze uhlikem a vodikem. Kviili absenci funk¢nich skupin nemftiZe tvorit
vodikové vazby. Prehled typii CD a jejich zakladnich parametri je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2 Prehled simulovanych struktur CD a moZnych vyznamnych interakci

CD_CO00 CD_NH3 CD_pure
typ funké¢ni skupiny karboxylova aminoskupina zadna
pocet funk¢nich skupin 11 9 0
naboj -11 +9 0
patrové interakce ano ano ano
vodikové vazby ano (akceptor ano (donor e

protonu) protonu)
elektrostatické interakce ano ano ne
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5.1.3 Prehled simulovanych modeli

5.1.3.1 Zavedeni pojmi

Pojmem systém v dal$im textu bude oznaCovana kombinace jedné ze struktur RNA a
jedné ze struktur CD. JelikoZ bylo pracovano se ¢tyfmi strukturami RNA a tfemi typy CD,
celkem bylo ziskano 12 rlznych systémi. Pro kazdy systém byly pripraveny Ctyri
simulace (modely), pfiCemzZ se navzajem liSily ve vychozi vzajemné poloze RNA a CD.
Pojmem model tedy rozumime konkrétni simulaci RNA a CD v konkrétni vychozi
vzajemné poloze. Jednotlivé modely jsou oznatovany nazvem, ktery sestava z typu RNA,
CD a ¢isla. Béhem ptipravy modelii dochazelo ke vkladani CD pomoci nastroje insert
molecules, ktery patfi do simula¢niho balicku GROMACS, do boxu opakované na stejné
misto. JelikoZ cilem bylo nachystat pro kazdy systém Ctyti rtizné modely, tedy liSici se
vzajemnou vychozi polohou RNA a CD, byla béhem vkladani CD do simula¢niho boxu
pouZitd funkce seed. Funkce seed po zadani riiznych ptirozenych ¢isel umistila CD na
riiznd mista v simula¢ni boxu. Vychozi poloha po zadani ¢isel 1i 2 si byla podobnd, proto
nebyla pouzita ¢isla 1-4, ale 1, 3, 4a 5.

Napriklad oznaceni modelu AU_CD_NH3_1 tedy znamen3, Ze model se sklada z duplexu
obsahujici pouze A a U, uhlikové tecky pokryté aminoskupinami a béhem vkladani CD
do boxu bylo pouzito prirozeného ¢isla 1 pro definovani funkce seed. Stejny princip je
pouZity u vSech oznaceni modeli skladajicich se z RNA a CD.

Pokud se jednalo o model pouze CD nebo pouze RNA, pak ma oznaceni solvate. AU_solvate
je tedy oznaceni simulace modelu sestavajiciho pouze z AU duplexu, vody a iontl. Tyto
samostatné simulace slouzily pro moZnost porovnani zmény chovani struktur.

5.1.3.2 Priprava modeli

KaZzdy model sestava z jedné ze struktur RNA a jedné CD umisténé do PBC boxu (z angl.
periodic boundary condition = periodické okrajové podminky). Rozméry boxu se lis{ kviili
rizné velikosti struktur RNA. Box musel byt dostate¢né velky na to, aby byla vyloucena
interakce s periodicky se opakujici strukturou RNA, a zaroven ne zbyte¢né velky, aby
vypocet neprobihal prili§ dlouho. Nasledné byl box plné solvatovan explicitnim modelem
vody OPC (z angl. optimal point charge)3>. Pocet pridanych draselnych a chloridovych
iontli byl stanoven tak, aby kompenzoval ndboj RNA a CD a zaroven vysledna koncentrace
iontll v boxu odpovidala koncentraci fyziologického roztoku (0,154 mol-dm-3). Piehled
rozmérl jednotlivych box@ a poctu pridanych iontli pro jednotlivé modely je priloZen
v priloze 1.V simulacich byly kombinovany 4 typy struktur RNA a 3 typy CD, celkem bylo
pripraveno 12 systému. Pro kazdy systém RNA a CD byly celkem provedeny 4 simulace,
v kazdé simulaci se liSila vychozi vzajemna poloha RNA a CD. Celkem bylo spusténo
48 simulaci modelti RNA a CD. Aby bylo moZné stanovit odchylku parametriit RNA nebo
CD od jejich standardniho chovani, byla pro kazdou strukturu RNA i CD spusténa
samostatna simulace. Prehled vSech provedenych simulaci je uveden v priloze 1.
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5.1.3.3 Minimalizace

Pied spusténim simulace byla kazda struktura, vcetné iontli a molekul vody,
minimalizovana a ekvilibrovana za pouziti standardniho ekvilibratniho protokolu.36
Nejprve probéhla minimalizace vodikovych atom@ molekuly RNA, poté nasledovala
minimalizace iontli a molekul vody, zatimco pozice molekuly RNA z{istala zafixovana.
Nasledné byl molekule RNA omezen pohyb a molekulam vody s ionty byl umoZnén pohyb
béhem kratké simulace o délce 500 ps za NpT podminek (konstantniho tlaku, teploty
a poctu ¢astic). Pro udrzeni konstantni hodnoty tlaku (1 bar = atmosféricky tlak) a teploty
(298,16 K = 25,01°C) byl pouZity Beredensentliv barostat a termostat. V ramci této kratké
simulace doSlo k ustaleni hustoty vody v systému. Po ustaleni nasledovala ekvilibrace
molekuly RNA  nékolika ekvilibra¢nimi  cykly, pricemZ pohyb atomi
cukr-fosfatové patere byl omezen pouZitim silové konstanty. Po tplném uvolnéni systému
byl systém zahtivan. Nejprve byl systém zahtivan za NVT podminek po dobu 100 ps, tedy
za konstantniho objemu, teploty a poctu ¢astic. V ramci druhého kroku doslo k vyrovnani
hustoty za NpT podminek po dobu dalSich 100 ps.

5.1.3.4 Simulace

Simulace probihaly za konstantniho tlaku, teploty a poctu ¢astic. Pro udrzeni konstantni
hodnoty tlaku (1 bar = atmosféricky tlak) a teploty (298,16 K = 25,01°C) byl stejné jako
vramci ekvilibraci pouZity Beredensentiv barostat a termostat. V simulaci probéhlo
500 000 000 krokt s délkou simula¢niho kroku 0,002 ps, celkova délka jedné simulace
odpovida 1 ps. Vsimulacich byl pouzit HMassRepartition3’, coZz i pres pouZziti 4 fs
integra¢niho kroku nemélo vliv na priibéh simulace. Dal$i parametry jsou uvedeny
v priloze 2. Nékteré simulace byly prodlouZeny, aby doSlo k ovéreni stability vzajemné
polohy. Analyzy vychazi z poslednich 200 ns, kdy CD jiZ byla navazana, a nedochazelo ke
konforma¢nim zménam v modelu.

Vypocty byly provedeny s vyuZzitim simulacniho balicku AMBER16. Pro RNA bylo pouzito
silové pole ff99bsc0xo0133839 a pridanym HBfix potencidlem pro posileni vodikovych vazeb
u RNA 40 s vyuZitim zpiesnéného popisu alfa/gama konformerti*! a parametrt fosfatti*2.
Uhlikim CD byly prifazeny Cheng a Steele interakéni parametry.43 RNA a CD byly
solvatovany OPC modelem vody a doplnény ionty dle Joung a Cheatham** Béhem
pripravy modell byly pouZity konformacni energie vyvinuté pro organické a biologické
molekuly s vyuzitim pristupu omezeného elektrostatického potencialu (RESP) k odvozeni
dil¢ich ndbojh.4>
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5.2 Analyza MD trajektorii

Vysledné trajektorie byly hodnoceny vizudlné i pomoci analytickych nastroji. Vizualné
bylo hodnoceno, zda doS$lo k interakci a k jakému typu interakce doslo. U RNA byla dale
sledovana zména ve tvaru, pro CD bylo sledovano zachovavani kulovitého tvaru
a vzajemna rotace sousednich vrstev. Tyto i dal$i parametry byly charakterizovany
piedevsim pomoci analyza¢niho programu CPPTRAJ*6, ktery je soucasti balickl programt
AMBER#’, a dany do kontextu vizudlniho hodnoceni.

5.2.1 RNA

N\
Stabilitu struktury RNA Ize popsat pomoci konformace cukr-fosfatové o
patefe, nejéastéji pomoci dihedralnich vihla. Dihedralni tihel popisuje ° c
konformaci jednoduché vazby mezi atomy B a C jakoZto uhel svirany A
rovinami, v nichZ lezi atomy ABC a BCD (Obrazek 10). Dihedralni thly 5

oznaCujeme Feckymi pismeny. Pro vSechny simulace byla provedena

analyza hodnot vSech dihedralnich uhll. JelikoZ nedochéazelo vlivem Obrdzek 10
interakci RNA a CD k zdsadnim zménam ve velikostech dihedralnich Ghlg, dl%l;i[ig?’n%if Zz;u
nebudeme se jimi podrobnéji zabyvat. Riboza, ktera se v RNA vyskytuje

pouze v cyklické formé, jako péticlenny kruh sestavajici ze 4 atoml uhliku v sp3
hybridizaci a 1 atomu Kkysliku, nezaujima planarni podobu, ale nabyva rtizné prostorové
konformace odchylujici se od roviny cyklu (angl. sugar puckering). Tyto odchylky byly
popsany na zdakladé vnitfnich torznich uhli t metodou Altona & Sundarlingam.8
Helikalni parametry byly popsany jiz vyse.

Pro vSechny simulace byla provedena analyza vSech dihedralnich uhl{, konformaci ribéz,
helikalnich parametr{, poctu vodikovych vazeb mezi bazemi a velikosti Zlabkl pomoci
nastroje nastruct patriciho do analyzac¢niho balicku CPPTRA] AMBER Tools.

5.2.2 Uhlikové tecky

Uhlikové tecky maji vrstvenou kulovitou strukturu. Vrstvy CD se po sobé& mohou
pohybovat. Rotace miiZe byt sniZena pritomnosti funkénich skupin v diisledku sterického
efektu nebo repulze naboje, pokud nese funk¢ni skupina naboj. Naboj na funk¢ni skupiné
miiZe ovlivnit tvar CD, kdy dochazi ke klouzani vrstev po sobé a ztraté kulovitého tvaru.
Tvar CD byl hodnocen vizualné. Pti zachovani kulovitého tvaru byla pomoci dihedralniho
uhlu mezi vrstvami méfena vzajemna rotace vrstev.

5.2.3 Vzajemna interakce RNA a CD

Analyza¢nimi nastroji byl také stanoven pocet vodikovych vazeb a pocet kontaktii
mezi RNA a CD. Pro urceni nejvy$siho vyskytu CD vii¢i RNA byla vyuzita radialni
distribu¢ni funkce RDF. Tato funkce popisuje zménu hustoty systému ¢astic (v nasSem
piipadé atomii) na vzdalenosti od referen¢ni ¢astice. RDF byla urcena vypoctem
vzdalenosti mezi dvojicemi atomi a nasledné rozdélenim do histogramu. Ke stanoveni
RDF bylo pouzito poslednich 200 ns ze simulace, jelikoZ v tomto stadiu jiZ vSechny modely
dospély do stabilni polohy (pokud doSlo k interakci CD s RNA). Z programu VIAMD#9,50
byly ziskdny hustotni mapy, které stejné jako vétSina obrazkdi byly zpracovany
v programu PyMOL>1.
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6 Vysledky

V této Casti je uveden piehled vysledki simulaci, tedy vzajemnych interakci RNA a CD.
Pro prehlednost jsou interakce rozdéleny do Ctyr kategorii podle toho, ve které ¢asti RNA
doslo kinterakci: terminalni baze (1), maly zlabek (2), volné baze smycky (3) a velky
zlabek (4). Kategorie jsou sefazeny podle celkové Cetnosti interakce v dané ¢asti RNA.
Ciselného oznateni je pouZito dale v textu i na obrazku 11, kde je uvedeny celkovy piehled
vysledki simulaci, v nichZ je zohlednén i vyskyt interakci s vice ¢astmi RNA soucasné.

6.1 Piehled vysledku simulaci

K Zadné interakci nedoslo celkem ve ¢tyfech simulacich z celkovych 48 simulaci a ani
v jednom pripadé se nejednalo o stejny systém RNA a CD. S témito simulacemi neni tudiz
dale pracovano. V nasledujici ¢asti bude popsan mechanismus vzniku dané interakce mezi
RNA a CD, poté bude popsano chovani RNA a CD vramci dané interakce. Nebude-li
uvedeno jinak, je hodnoceno chovaniv ramci poslednich 200 ns, kdy bylo chovani modelu
stabilni. AC pro kazdy systém byly spuStény ctyfi simulace, nikdy nedos$lo pokazdé
ke stejné interakci.

CD_PURE CD_C00 CD_NH3
2]
5
=
=
%]
><
2
o
=]
<
o
=)
>
=
=%
=
=
=
<
>
2
a,
=
©
2%
=
o Misto interakce 1 terminalni baze Cetnost vyskytu 1x
g 2 maly zlabek 2% |
B0 s ,
) 3 volné baze smycky Ix
— 4 velky #labek

Obrdzek 11 Prehled stabilnich struktur RNA a CD, kde barevny kruh oznacuje misto, kde CD interagovala s RNA, ¢islo/a
v kruhu znamend typ dominantni interakce a intenzita vyplné kruhu vyjadruje etnost vyskytu v dané poloze CD v ramci
simulact

18



6.1.1 Terminalni baze (1)

vivs

interakce na terminalni baze (Obrazek 12). Je
umoznéna aromatickou strukturou bazi RNA
i vrstev CD. K interakci dochazelo zpravidla velmi
rychle, rychlost zavisela navychozi vzajemné
poloze RNA a CD. Kinterakci dochazelo pozdéji
mezi RNA a CD_COO.

Obrdzek 12 Stabilni AU_CD_pure_1

Duplexy poskytuji na obou svych koncich par
terminalnich bazi, kde miiZe dojit k patrové interakci. Ve vybéru konce hréla roli ¢asto
vychozi vzajemna poloha struktur. Typ CD nemél vliv na mechanismus nasednuti CD
na terminalni baze RNA. Béhem patrové interakce CD na terminalni baze nedochazelo
k zdsadnimu ovlivnéni dihedralnich ahli cukr-fosfatové patere.

Patrova interakce krajni vrstvy CD méla za nasledek zménu helikalnich parametrt pouze
terminalniho paru bazi. Interakce duplexu s CD_pure byla nej¢astéji doprovazena zménou
helikalntho parametru buckle, ktery popisuje
vzajemnou rotaci bazi vii¢i sobé vose x.
Na obrazku 13 je Sedou barvou znazornéna
vzajemna pozice terminalnich bazi duplexu
pred interakci s CD, v barevném provedeni je f_

zobrazena zména polohy terminalnich bazi ‘ S

v disledku jejich interakce s krajni vrstvou i,
CD_pure. Odchyleni terminalnich bazi od

plDlVOdnf roviny vedlo k tomu, Ze poloha CD se Obrdzek 13 Porovndni vychozi vzdjemné polohy
ménila, protoie krajnl' vrstva CD nemohla termindlnich bazi a zmény parametru buckle

. . oo .. , . vyvoldn nasednutim CD_pure
interagovat sobéma terminalnimi bazemi
soucasné, ale pouze s jednou z nich.

AR

Na prlibéh nejcastéji se vyskytujici interakce mél zdsadni vliv typ tecky. CD_pure
a CD_NH3 natocily svoji krajni vrstvu k terminalnim bazim duplexu. Zatimco vrstvy tecky
bez naboje volné rotovaly vzajemné mezi sebou i viici termindlnim bazim, CD_NH3
vykazovala nizkou rotaci vrstev mezi sebou i vii¢i RNA, jak je patrné z hustotnich map
na obrazku 14. Vrstvy CD_NH3 jsou natocené tak, aby souhlasné nabité funk¢ni skupiny
mély mezi sebou co nejvétsi vzdalenost. Vrstva, ktera byla druha nejbliZe k terminalnim
bazim, se snaZzila o maximalizaci poctu vodikovych vazeb.

Naproti tomu vrstvy CD_COO po sobé sklouzly, a i pres odpudivou elektrostatickou
interakci funk¢nich skupin doSlo knatoCeni vrstev CD tak, Ze na dvou protilehlych
stranéch se funk¢ni skupiny viibec nevyskytovaly. Tyto strany s absenci funkénich skupin
miiZeme oznacit za hydrofobni. S cilem minimalizace hydrofobni plochy vystavené
polarnimu prostredi se CD_COO priblizila k terminalnim bazim jednou z téchto
hydrofobnich stran. Strany pokryté funk¢nimi skupinami se natoCily tak, aby
maximalizovaly vzdalenost od zaporné nabité patefe a zaroven mohly tvorit vodikové
vazby s RNA.
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CD_pure CD_NH3 CD_C00

Obrdzek 14 Hustota vyskytii vodikd, resp. funkcnich skupin, vii¢i termindlnim bdzim duplexu nebo CD

CD s funk¢nimi skupinami s RNA kromé patrovych interakci tvorily i vodikové vazby.
Protonované aminoskupiny CD_NH3 vystupovaly jako donor vodiku a akceptor volného
elektronového paru od RNA, ktery nejcastéji poskytovaly kysliky cukr-fosfatové patere,
méné Casto dusik termindlni baze (Obrazek 15 vlevo).

Pro CD_COO byla situace opacna - deprotonovana karboxylova skupina byla donorem
volného elektronového paru, jehoZ akceptorem byl nejcastéji vodik hydroxylové skupiny
cukr-fosfatové patere, méné casto vodik vazany na dusik termindlni baze (Obrazek 15
vpravo).

CD_NH3--RNA
N-Hew:N
N-He:0

RNA---CD_COO
0-H-:0

Obrazek 15 Porovnani vodikovych vazeb tvorenych mezi termindlnimi bazemi duplexu a krajni vrstvy CD. Levd cast
obrdzku zachycuje ¢ast CD_NH3, pravd ¢dst obrazku zachycuje CD_COO
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Ve trech simulacich doSlo nejprve k priblizeni CD_NH3 k pateri RNA a vzniku vodikovych
vazeb. Poté se CD posunula aZ ke konci duplexu, kde zpiisobila rozpojeni terminéalniho
paru bazi s tim, Ze s jednou bazi tvorila patrovou interakci a zaroven jeji funk¢ni skupiny
tvorily vodikové vazby s patefi (Obrazek 16).

Obrazek 16 Stabilni AU_CD_NH3_5 (vlevo patrovd interakce, tvorba vodikovych vazeb s pateri vpravo)

Kombinace patrové interakce s vodikovymi vazbami s patefi se odrazily ve vy$§im poctu
vodikovych vazeb i poctu kontaktd, jak je patrné z grafii na obrazku 17, kde graf vlevo
uvadi pocet kontaktii a vodikovych vazeb modelu AU_CD_NH3_3 a graf vpravo uvadi pocet
kontaktli a vodikovych vazeb modelu AU_CD_NH3_5.
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Obrazek 17 Grafy poctu kontaktii a vodikovych vazeb pro modely AU CD_NH3_3 (vlevo) a AU_CD_NH3_5 (vpravo)

U CD_COO doSlo ve ¢tytrech pripadech k ¢aste¢nému odsunuti krajni vrstvy, coz poskytlo
vétsi plochu pro patrovou interakci. V dalSich ¢tyrech simulacich
bylo pozorovano uplné odsunuti krajni vrstvy. Tato odsunuta
krajni vrstva ve dvou pripadech tvorila patrovou interakci
sribézami prilehlych nukleotidi a ve zbytku pripadi se diky
hydrofobni interakci odsunuta vrstva sklouzla na bo¢ni stranu
CD_COO. D

St

Smycka na rozdil od duplexu disponuje nesparovanymi bazemi, ‘ﬁ“
které se zhlediska vzajemnych interakci ukazaly jako o
preferovanéjsi. PI na terminalni baze smycky byla pozorovana )‘%«
pouze vjedné simulaci s CD_COO (Obrazek 18). V ostatnich s
simulacich smycky a CD byly preferovany jiné polohy. Obrdzek 18 GAGA_CD_C00_5
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Zatimco vrstvy CD jsou témér planarni, ribéza v dlisledku
pritomnosti atomi uhliku v sp3 hybridizaci neni zcela
planarni. [ presto velmi Casto dochazelo k nasednuti CD

do malého 7labku a interakci CD s rib6zou ¢i ribézami RNA
(Obrazek 19).

Duplexy poskytuji pro tento typ interakce vice poloh.
Priimérny pocCet kontaktl vramci nasednuti CD
na rib6zu/y byl v porovnani s PI na terminalni baze vyssi.
Mechanismus nasednuti se liSil v zavislosti na typu CD.
Polohy v krajni oblasti Zlabkli byly méné casto zastoupené oproti polohdm v malém
zlabku vzdalenégjSich od terminalnich bazi. Interakce vyznamné neovlivnily konformaci
ribézy (sugar puckering). V disledku interakce se zménily nékteré helikalni parametry
bazi v blizkosti CD. Pro priklad slouzi porovnani helikalniho parametru slide (Obrazek 20
vlevo) a shift (Obrazek 20 vpravo) pro model AU_CD_pure_5 (svétle zelend) a pouze
solvatovany AU duplex (tmavé zelena). Zmény nebyly zvlast vyrazné.

Obrazek 19 Stabilni AU_CD_pure_5

= AU solvate = AU solvate
1 : = AU_CD_pure_5 = AU_CD_pure_5

| ' -4 |
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 _ 600 800 1000
Cas [ns] Cas [ns]

Obrazek 20 Porovnadni parametru slide (graf vlevo) a shift (graf vpravo) pro pdr bazi 5-24 modelu AU_CD_pure_5
(svétle zelend) a solvatovaného AU duplexu bez CD (tmavé zelend)

CD_pure nasedla pfimo na rib6zu a nasledné doslo k pribliZeni k rib6ze na opacné strané
Zlabku. Poloha CD_pure ve Zlabku ve vétSiné pripadl nebyla statickd a dochazelo
k pohybu v ramci malého Zlabku. CD_COO na rozdil od CD_pure neinteragovala s rib6zou
na opacné strané zlabku, ale dochazelo ke sklouznuti vrstev po sobé a interakci s vice
rib6zami v malém Zzlabku. Tvar ani poloha CD_COO v ramci simulaci nebyly stabilni.
CD_NH3 se v porovnani s CD_pure a CD_COO priblizila k RNA rychleji, ne vZdy byl prvni
kontakt s rib6zou, ale v nékterych simulacich se CD_NH3 priblizila k cukr-fosfatové pateri
duplexu za vzniku vodikovych vazeb, které nezanikly ani béhem interakce CD_NH3
s rib6zou v malém Zlabku.

Zajimavé bylo sledovat vliv funk¢ni skupiny také na chovani CD. CD_pure, ktera nema
na povrchu navazanou funké¢ni skupinu, nenese naboj a ani se nepritahuje ani neodpuzuje
se zaporné nabitou patefi, nam v tomto pripadé poslouZi jako referen¢ni (Obrazek 21b).
CD_COO do zlabku ve srovnani s CD_pure nasedla z mensSi ¢asti (Obrazek 21a), jelikoz
dochazelo k jejimu odpuzovani od zaporné nabité patere. Naopak CD_NH3 diky kladnym
protonovanym aminoskupinam na povrchu nasedla do Zlabku ve srovnani s CD_pure
¢astetné vice (Obrazek 21c), jelikoz navic byla pritahovana k zaporné nabité patefi.
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Obé uhlikové tecky nesouci funké¢ni skupiny tvorily s RNA vodikové vazby. Mezi RNA

7 v

a CD_pure, resp. CD_NH3, dochazelo k interakci s rib6zou v protilehlé ¢asti Zlabku.

Tato skutetnost nevyplyva pouze zvizualniho hodnoceni, ale také zradialnich
distribu¢nich funkci RDF (Obréazek 21d), kdy byl hodnocen pocet vodikd, resp. dusiki
aminoskupiny nebo uhliki karboxylové skupiny, pokryvajicich uhlikové tec¢ky v okoli
kysliku ve furan6zovém cyklu ribozy. Graf vlevo se tyka ribdzy, na kterou nasedla
uhlikova tecka. Graf vpravo zachycuje RDF v okoli kysliku rib6zy na opacné strané Zlabku,
kterd s CD_pure a CD_NH3 vstupovala do vzijemné interakce. Hustota stavli CD_COO byla
ve srovnani s hustotou stavii CD_pure nizsi. Hustota stavli atomti CD_NH3 korelovala
s hustotou stavii atomii CD_pure, miZeme si vSak povSimnout, Ze CD_NH3 ma ¢astecné
vySsi hustotu stavii v oblasti, kde CD_NH3 mohla tvorit vodikové vazby s pateri.
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Obrdzek 21 Obrazky a-c zachycuji uspordaddnt duplexu a tri typti CD v malém Zlabku, které nasedly na ribozu
v malém zlabku (a-stabilni CG_CD_C0O0_4, b - CG_CD_pure_3 a c - AU_CD_NH3_4). V dolni asti jsou zachyceny
grafy RDF pro hustotu vyskytii atomii jednotlivych CD v okoli kysliku ribézy, na ktery CD nasedla (grafvlevo), a
kysliku ribézy, ktery se nachdzel na druhé strans zZlabku (obrazek vpravo)

Smycka poskytovala moZnost interakce v malém Zldbku
na ribozy predposledniho a posledniho paru bazi. Zatimco ribdzy
duplexu byly vii¢i krajni vrstvé CD rovnobéZné, v pripadé smycky
se ribdzy terminalnich bazi natocily ke krajni vrstvé CD kolmo.
Navic doSlo kPI tvaru pismene T mezi nejblizsi bazi smycky
a uhlikovou teckou (Obrazek 22).

Obrdzek 22 GAGA_CD _pure_3

23



6.1.3 Volné baze smycKky (3)

Smycka ma na rozdil od duplexu dvé nesparované baze
v prostfedni cCasti vlakna, které jsou vice vysunuté
do prostoru, jsou méné chranéné zaporné nabitou patefri
a poskytuji moZnost pro patrové interakce (Obrazek 23).
VétSina CD_COO a CD_pure tvorila patrovou interakci
pravé snékterou volnou bazi, resp. volnymi bazemi.
Naopak CD_NH3 diky kladnému naboji a moZnosti tvorit
vodikové vazby preferovala jiné ¢asti smycky. V simulacich
byly pozorovany dva mechanismy nasednuti CD na volnou bazi. Prvnim bylo pfimé
nasednuti za vzniku PI. Ve druhém zptisobu doslo nejdrive k PI tvaru T, ktera trvala jen
zanedbatelnou dobu, a nasledné doS$lo k natoceni CD tak, Ze jeji vrstvy byly rovnhobézné
svolnou bazi smycky. Patrova interakce s nesparovanou bazi se zasadné neprojevila
Pro porovnanije uveden model GAGA_CD_COO_5 (Obrazek 24 vlevo), ve kterém doslo k PI
CD_COO na terminalni baze smycky, a model GAGA_CD_COO_3 (Obrazek 24 vpravo),
kde doSlo k patrové interakci CD_COO na volnou bazi smycky. Model GAGA_CD_C0O0_3
vykazuje naproti modelu GAGA_CD_COO_5 mensi pocet vodikovych vazeb i kontakti.

Obrdzek 23 GAGA_CD_pure_4
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Obrazek 24 Porovnani poctu kontaktii a vodikovych vazeb pro GAGA_CD_C0O0_5 (PI na termindlni bdaze - graf vlevo)
a GAGA_CD_C00_3 (PI na volnou bazi smycky - graf vpravo)

Ve dvou simulacich, jedné CD_COO a jedné CD_pure, doslo ke zméné z patrové interakce
na volnou bazi smycky na patrovou interakci s ribdzami nesparovanych nukleotidti. Tato
zména byla provazena pro oba typy CD zvySenim poctu kontaktdi, pro CD_COO i zvySenim
poctu vodikovych vazeb.

6.1.4 Velky Zlabek (4)

CD_NH3 a CD_COO diky funk¢énim skupinam na svém povrchu tvorily s RNA vodikové
vazby. Zatimco pro CD_COO byly vodikové vazby pouze
doprovodnou interakci kjedné zvySe uvedenych
interakci, CD_NH3 ve c¢tyfech simulacich tvorila pouze
vodikové vazby s pateri. Smycka vzhledem k délce vlakna
nemohla CD_NH3 poskytnout velky Zlabek tak, jak tomu je
u duplexu. CD_NH3 tvorila vodikové vazby s pateri RNA
(obrazek 25). Méreni vzijemnych rotaci vrstev CD
ukazalo, Ze tii prostredni vrstvy po priblizeni k RNA a
zaujeti vyhodné polohy po sobé dale vyrazné nerotovaly.
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Duplex RNA odpovidajici svymi parametry priblizné A-formé DNA ma velky Zlabek

o menSi Sifce, neZ maji CD pouzité v simulacich. Proto se vsunuti CD_NH3 do velkého

v IV, e

zlabku projevilo v jeho rozsiteni (obrazek 27 vpravo), které vedlo ke zméné helikalnich
parametrli (Obrazek 26) i dihedralnich thli cukr-fosfatové patefe. Zména se tykala

7 v

predevSim rezidui v prostiredni ¢asti duplexu.
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Obrazek 26 Porovnadni parametri solvatovaného CG duplexu (tmavé zelend) a CG_CD_NH3_4 (svétle zelend): inclination
pdru residui 5-16 (vlevo) a slide pro par residui 4-17 (vpravo)

Jak bylo zminéno jiz v teoretické Ccasti, zaporny naboj cukr-fosfatové patere je
kompenzovan kationty rozpoustédla, které se vyskytuji jak ve velkém, tak v malém
Zlabku. Pritomnost CD_NH3 vedla kvytlaceni draselnych kationtl zvelkého Zlabku.
Pro ukézku slouZi porovnani hustoty vyskyti draselnych iontii ve velkém Zlabku ve dvou
modelech sestavajicich z CG duplexu a CD_NH3. V prvnim modelu doS$lo k PI krajni baze
CD na terminalni baze duplexu (Obrazek 27 vlevo), ve druhém se CD dostala do velkého
Zlabku duplexu (Obrazek 27 vpravo). Rozdil v hustoté vyskytl draselnych iontii i velikosti
Zlabku je z obrazki zjevny.

Obrazek 27 Porovnani hustotni mapy draselnych iontii ve velkém Zldbku CG_CD_NH3_3 (PI na termindlni bdze duplexu)
a CG_CD_NH3_4 (HB s pateri duplexu)

Z pohledu CD_NH3 bylo vramci tohoto typu interakce vytvoreno nejvice vodikovych
vazeb a doSlo ke sniZeni plochy povrchu, ktera byla vystavena rozpoustédlu.
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6.2 Piehled typii a cetnosti interakci RNA

Nasledujici ¢ast popisuje interakce se zamérenim na jednotlivé ¢asti RNA. V tabulce 3 je
uveden celkovy prehled typu a ¢etnosti interakci, které byly pozorovany v ramci simulaci,
vCetné podrobnych tdajl pro jednotlivé ¢asti RNA.

Tabulka 3 Prehled typii a Cetnosti interakci, kterych se ticastnily struktury RNA

Typ a cetnost interakce RNA Celkem CG AU MIX GAGA
0 nedoslo k interakci 4 0 1 2 1
1 terminalni baze 18 5 7 5 1
2 maly zlabek 14 4 3 4 3
3 volné baze smycky 5 0 0 0 5
4 velky zlabek 4 1 0 1 2
1+4 terminalni baze + velky Zlabek 3 2 1 0 0

6.2.1 CG duplex

CG duplex se sklada ze dvou komplementarnich vldken o délce 10 nukleotidli ve vldkné
obsahujici pouze baze cytosin a guanin, které jsou propojeny tremi vodikovymi vazbami.
Jedna se o relativné kratky duplex, coZ se negativné projevilo na rozpojovani terminalnich
bazi s tim, Ze obé termindlni baze 5" koncl duplexu v simulaci pouze CG duplexu bez
piritomnosti CD nasedly do velkého Zlabku a vzajemné interagovaly. Preferovanymi
interakcemi CD s CG duplexem byla interakce s terminalnimi bazemi nebo rib6zami
v malém zlabku.

6.2.2 AU duplex

AU duplex se sklada ze dvou komplementéarnich vldken o délce 14 nukleotidl ve vlakné
obsahujici pouze baze adenin a uracil. Baze propojuji pouze dvé vodikové vazby a mezi
pary bazi jsou slabsi parové interakce neZ u paru cytosinu a guaninu. Z toho diivodu
dochazelo k rozpojovani terminalnich bazi. Preferovanou interakci byla PI na terminalni
baze.

6.2.3 MIX duplex

MIX duplex se sklada ze dvou komplementéarnich vlaken o délce 19 nukleotidl ve vlakné
obsahujici vSechny baze vyskytujici se v RNA. Jednalo se o nejdelsi pouzity duplex. Stejné
jako u AU duplexu byla preferovanou interakci patrova interakce s terminalnimi bazemi.

6.2.4 Smycka GAGA

Smycka GAGA je tvorena jednim vlaknem o délce 8 nukleotidd, jehoZ krajni baze tvori

vvvvv

byla pravé patrova interakce na volny adenin ve smycce.
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6.3 Piehled typii a cetnosti interakci CD

Nasledujici ¢ast popisuje interakce se zamérenim na jednotlivé uhlikové tecky. V tabulce
4 je uveden celkovy prehled typu a Cetnosti interakci, které byly pozorovany v ramci
simulaci, v€etné podrobnych tdaji pro jednotlivé struktury CD.

Tabulka 4 Prehled typii a Cetnosti interakci, kterych se ticastnily CD

Typ a ¢etnost interakce Celkem CD_pure CD_COO CD_NH3
0 nedoslo k interakci 4 1 3 0
1 terminalni baze 18 4 9 5
2 maly zlabek 14 8 2 4
3 volné baze smycky 5 3 2 0
4 velky zlabek 4 0 0 4
1+4 terminalni baze + velky Zlabek 3 0 0 3
6.3.1 CD_pure

Uhlikova tecka bez funk¢nich skupin interagovala pouze pomoci patrovych interakci.
Zatimco celkové nejpreferovanéjsi interakce pres vSechny CD byla patrova interakce
na terminalni baze, CD_pure preferovala interakci s rib6zami v malém zlabku. CD_pure si
zachovavala kulovity tvar bez ohledu na to, zda doSlo ¢i nedoSlo k interakci. Jeji vrstvy
po sobé volné rotovaly.

6.3.2 CD_COO

Uhlikova teCka pokryta deprotonovanymi karboxylovymi skupinami ma vzhledem
ke svému povrchu relativné velky naboj. V disledku odpuzovani funkcnich skupin
dochézelo ke klouzani vrstev po sobé (Obrazek 28a), kvili hydrofobni interakci i pres
repulzi funkénich skupin ziistavaly vrstvy prevazné u sebe. Celkem ve ¢tytfech simulacich
doSlo k odsunuti krajni vrstvy. Tato vrstva se ve dvou pripadech presunula na boc¢ni
stranu te¢ky (Obrazek 28b) a ve dvou pripadech se presunula na RNA (Obrazek 28c).
Vrstvy CD_COO ve vodném prostiedi byly natocené tak, aby vzdalenosti mezi funk¢nimi
skupinami byly maximalni.

Obrazek 28 Chovani CD_COO
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Po odsunuti krajni vrstvy na CD (Obrazek 28b) doslo ke zméné vzajemnych poloh vrstev
tak, aby v okoli odsunuté vrstvy byl minimalni pocet funk¢nich skupin.

Dominantni interakci CD_COO byla patrova interakce s terminalnimi bazemi RNA, které
byly nejméné stinény zapornou cukr-fosfatovou pateri RNA, od které byla CD_COO
elektrostaticky odpuzovana. I pres to byly zaznamenany vodikové vazby funkcnich skupin
svodiky fosfati v cukr-fosfatové pateii nebo vodiky navazané na dusiky bazi, kde
deprotonované karboxylové skupiny vystupovaly jako donor elektronového paru.

6.3.3 CD_NH3

Uhlikova teCka pokryta protonovanymi aminoskupinami
zachovavala kulovity tvar ve vSech simulacich. RozloZeni

funk¢nich skupin na jejim povrchu nebylo zcela symetrické, l; : 411
jak je patrné z obrazku 29, kde je vedle Cisla (fimska cislice) m-1
vrstvy uveden pocet funkCnich skupin, které dana vrstva

obsahuje. Zatimco obé krajni vrstvy nesly shodny pocet IX - i

funk¢nich skupin, vrstva Il nesla o dvé funkéni skupiny vice

neZ vrstva IV. Tento rozdilny pocet funk¢nich skupin vedl ) o
. . ] , v v us o Obrdzek 29 RozloZeni funkcnich

k tomu, Ze béhem interakci byla ve vétSiné pripadt CD_NH3 skupin CD_NH3

natotena kRNA vrstvou [, jelikoZ toto natoCeni ji

umoZziiovalo tvorit vice vodikovych vazeb.

Kladna CD_NH3 byla v ramci simulaci elektrostaticky pritahovana k cukr-fosfatové pateri
RNA, kde doslo nasledné k vytvoreni vodikovych vazeb se zaporné nabitymi kysliky
fosfatli. Interakce s cukr-fosfatovou patefi byla preferovana i pred moZnosti patrové
interakce s volnymi bazemi smycky.

Zachovavani kulovitého tvaru a pritomnost nabitych funk¢nich skupin vedly ke sniZzeni
volné rotace vrstev po sobé, zejména prostrednich vrstev, a k zaujeti stabilni vzijemné
polohy CD_NH3 jiZ ve vodném prostiedi. Typ interakce CD_NH3 s RNA se projevil jak
ve vzajemném natoceni vrstev, tak v zafixovani poloh nékterych vrstev. Pro priklad slouZzi
obrazek 30. Krajni dvé vrstvy CD_NH3 vstupujici do patrové interakce s terminalnim
bazemi RNA se snaZzily maximalizovat pocet vodikovych vazeb, coZ se odrazilo ve zvySené
rotaci vrstev v porovnani s chovanim CD_NH3 ve vodném prostredi bez RNA. Naopak
k vyraznému sniZeni rotace vrstev CD doSlo béhem tvorby vodikovych vazeb s RNA, kdyZ
se CD_NH3 nachazela ve velkém Zlabku RNA.
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Obrazek 30 Porovndni hustotnich map dusikii aminoskupin CD_NH3 pro interakce CD s duplexy
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V simulacich, kde dosSlo kPI CD_NH3 na termindlni baze duplexu, byla v priiméru
zaznamenana jedna vodikova vazba mezi duplexem a CD_NH3 (Obrazek 31a). PICD_NH3
na vytrzenou terminalni bazi duplexu byla priimérné doprovazena tvorbou tii aZ ¢tyr
vodikovych vazeb s cukr-fosfatovou pateri (Obrazek 31b). Naproti tomu CD_NH3
umisténa ve velkém Zlabku tvorila v priméru aZ sedm vodikovych vazeb (Obrazek 31c).
Z grafii je navic patrné, Ze pocet vodikovych vazeb koreluje také s poctem kontakti.
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Obrazek 31 Stabilni struktury a grafy zachycujici pocty kontaktii a vodikovych vazeb pro modely
a) AU.CD_NH3 3 b) AU.CD NH3 5 ¢)CG CD_NH3 4

Ac¢ umisténi CD_NH3 ve velkém Zlabku bylo provazeno tvorbou nejvice vodikovych vazeb,
tak tato interakce byla pro CD_NH3 a duplex zaznamenana pouze ve dvou simulacich.
Navic umisténi CD ve velkém zlabku caste¢né ovlivnilo dynamiku duplexu, ktera
se projevila ve zméné dihedralnich uhli i helikdlnich parametrt.
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6.4 Zhodnoceni

V Zivych organismech se RNA vyskytuje v rtiznych formach - jednak jako jednovlaknové
struktury mRNA, nebo také ribozomy, které ve své strukture obsahuji kromé rRNA
i proteiny. Simulace tak komplexniho systému jako je ribozom v atomarnim rozliSeni, neni
se souCasnym vypocetnim vykonem redlna vrozumnych c¢asovych Skalach. Proto
pro ucely simulaci 1ze komplexni systém rozdélit na nejcastéjs$i motivy - v tomto piipadé
na smycku a duplex. Také z hlediska uhlikovych tec¢ek zatim nejsou experimentalné
pripravovany CD o presné definovaném sloZeni. Tyto skute¢nosti nesmime opomenout
béhem interpretace vysledkli. Smycka ani duplex se zpravidla nevyskytuji samostatné,
proto nema z praktického hlediska smysl podrobnéji studovat interakce s terminalnimi
bazemi RNA. RovnéZz z hlediska velikosti by pravdépodobné nedochazelo umisténi
CD_NH3 do velkého zlabku, pokud by CD méla zna¢né vétsi rozméry neZ modelové CD
pouzité v simulacich, které patfi spiSe k menSim. Pfi pohledu na ribozomy (Obrazek 32)
se setkame s duplexy, na kterych by mohlo dochazet kinterakci s rib6zami v malém
zlabku. Tyto duplexy byvaji zakonceny smyckami, kde by se mohly objevit patrové
interakce na volné baze smycky.

duplex
(dvousroubovice)

Obrazek 32 Ukdzka duplexu a smycky v ribozomu

Béhem interakce CD s rib6zami v malém Zlabku a ani béhem patrové interakce na volné
baze smycky nedochazelo kdramatické zméné dihedrdlnich uhli ani helikdlnich
parametri RNA. Pocet vodikovych vazeb mezi pary bazi vétsSinou zlistaval zachovan,
nedochazelo knaruSeni struktury, uhlikové tecky tedy nemély destruktivni vliv
na struktury RNA, coZ lze hodnotit jako pozitivni vysledek.
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7 Zaveér

Uhlikové nanomaterialy, mezi které patti i uhlikové tecky, nachazi vyuziti diky svym
vlastnostem nejen v mediciné. Vzhledem k faktu, Ze zatim nebyla prokazana toxicita CD,
uvaZzuje se o jejich uplatnéni v riznych oblastech mediciny od diagnostiky aZ po 1é¢bu.
Pied redlnymi aplikacemi uhlikovych nanomateriali je velice diileZité prozkoumat jejich
moZné interakce s latkami béZné se v organismech vyskytujicich, mezi které bez pochyby
patii také RNA.

Cilem této bakalarské prace bylo bliZe prozkoumat vzajemné interakce RNA s uhlikovymi
nanomaterialy pomoci MD simulaci. Z RNA byly pro ucely simulaci pouZity ¢tyfi struktury
RNA - smycka a tii duplexy, které se lisily svoji délkou i pfitomnymi bazemi. Pti vybéru
uhlikovych tecek bylo zohlednéno sloZeni uhlikovych tecek pripravovanych z pfirodnich
prekurzord, ¢i chemickou syntézou. Pomoci externiho rozsiteni programu VMD byly
pripraveny tifi modely CD liSici se nabojem i povrchovou modifikaci - kladna CD
s protonovanou aminoskupinou, zaporna CD s deprotonovanou karboxylovou skupinou
a CD bez povrchové modifikace, a tedy i bez naboje. Celkové bylo pfipraveno 12 kombinaci
RNA a CD, pro kazdou kombinaci byly spuStény Ctyfi simulace, celkem bylo provedeno
48 simulaci modelti RNA s CD. Navic byly spustény simulace kaZzdé ze solvatovanych
struktur, aby bylo mozné hodnotit zmény v chovani RNA i CD. JelikoZ bylo pracovano se
Ctyfmi strukturami RNA a tfemi typy CD, bylo spuSténo sedm simulaci samostatnych
struktur. Ve vysledku bylo provedeno 55 simulaci.

Po probéhnuti simulace byly provedeny analyzy zvlast pro RNA, CD a nasledné
mezi strukturami. Pro RNA byly vyhodnocovany zmény ve velikosti dihedralnich uhla
a helikdlnich parametrt. U uhlikovych tecek byl sledovan tvar a vzajemna rotace vrstev.
Pro interakce RNA a CD byl kromé vzajemné polohy urcen typ interakce, pocet
vodikovych vazeb, pocet kontakt, radialni distribu¢ni funkce a hustotni mapy. Interakce
byly podle c¢asti RNA, na které doSlo kinterakci, rozdéleny do c¢tyr zakladnich
¢asti - terminalni baze, volné baze, maly a velky Zlabek. Nejcastéjsi byla interakce
s terminalnimi bazemi. V biologickych systémech je pocet terminalnich bazi sice nizky,
nicméné tento typ interakci se miiZe projevit napfr. se siRNA. Naopak kinterakci
s rib6zami v malém Zlabku i volnymi bazemi smycek v redlnych systémech dochazet mize
béZzné. Nasednuti CD dovelkého Zlabku bylo umoZnéno jejimi malymi rozméry.
Experimentalné pouZivané CD maji rozméry vétsi, neZ je Sirka velkého Zlabku RNA, realné
CD by tedy do velkého zlabku pravdépodobné nevstupovaly. CD_COO vstupovala
do interakci s RNA v porovnani se zbyvajicimi CD pomaleji, nezachovavala kulovity tvar
a preferovala interakci s terminalnimi bazemi. Ve vét$iné interakci navic tvorila vodikové
vazby s hydroxylovymi skupiny fosfati. CD_NH3 diky kladnému naboji a moZnosti tvorit
vodikové vazby vstupovala do interakci i v malém a velkém zlabku. Vodikové vazby,
kterych se ucastnila jako donor protonu, tvorila predevSim s deprotonovanymi kysliky
fosfatli cukr-fosfatové patere nebo s dusiky bazi. Béhem pozorovanych interakci RNA
s uhlikovymi teckami zpravidla nedochazelo k vyraznému ovlivnéni dihedralnich dhla
ani helikdlnich parametr{, coZ by mohlo potvrzovat biokompatibilitu uhlikovych tecek
s RNA. Nicméné simulace provedené v ramci této bakalarské prace jsou jen zacatek studia
vlivu CD na strukturu RNA a jiZ jsou vybrany a simulovany dalsi biologicky vice relevantni
systémy, které se jiZ do této prace nevesly, a budou slouzit jako zaklad publikace.
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8 Summary

In this work, the interactions of RNA with carbon nanomaterials were studied. Interaction
always occurred except in two simulations. The most common interactions were
-t stacking and hydrophobic interactions. In addition, carbon dots with functional
groups were involved in electrostatic interactions and formed hydrogen bonds with the
RNA. Depending on where on the RNA the interaction occurred, the interactions were
divided into four types: terminal bases, unpaired loop bases, major and minor grooves.
The most common type of interaction was the m-Tt stacking interaction with terminal
bases. The least common position of the carbon dot towards the RNA was the position of
the carbon dot of the major groove. Only carbon dot covered with amino groups entered
the major groove, and a large number of hydrogen bonds were formed. In general,
the interactions did not significantly affect the helical parameters and dihedral angles
of the RNA. The stable interactions between RNA and CD are essential for their
applications, but we observed that they did not lead to degradation of the RNA structure.
However, the systems used in the simulations are only part of the study and further
simulations of more biologically relevant structures will be carried out.
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10 Prilohy

10.1 Priloha 1 - Pirehled simulovanych modeli

V tabulce 5 je uveden prehled samostatnych simulaci pouze solvatovanych struktur RNA
a CD. V téchto simulacich nebyl pouzit krychlovy box, v tabulce jsou tudiz uvedeny délky
vSech hran boxu a také pocet doplnénych iontli (draselnych a chloridovych)
pro kompenzaci naboje a nastaveni koncentrace soli odpovidajici fyziologickému roztoku.

Tabulka 5 Prehled samostatnych simulaci struktur RNA a CD

Model Rozméry boxu [nm] Pocet K+ Pocet Cl-

AU _solvate 52 x55x5,8 36 10
CG_solvate 4,1%x43x5,6 27 9
MIX solvate 42 x46x%x7,6 39 13
GAGA _solvate 4,6 x49 x 5,2 18 11
CD_CO0O0_solvate 5,3x%x5,6x6,0 27 16
CD_NH3_solvate 55 x%x5,6x5,6 16 25
CD_pure_solvate 53x%x55x5,6 15 15

V tabulce 6 je uveden prehled simulovanych modelli sestavajicich z RNA a CD. Nazev
modelu vychazi z toho, jaka struktura RNA a CD byla pouzita a jaké prirozené ¢islo bylo
pouzito ve funkci seed pfi vkladani CD do simula¢niho boxu nastrojem insert-molecules.
Pouzity box mél tvar krychle, v tabulce je uvedena délka hrany boxu, dale pocet
doplnénych iontd (draselnych a chloridovych) pro kompenzaci naboje a nastaveni
koncentrace soli odpovidajici fyziologickému roztoku. V tabulce 6 je také uvedeno:

e Interakce - ¢iselné hodnoty odpovidaji ¢asti RNA, kde doslo k interakci:

o 0 zadna interakce,
o 1 terminalni baze,
o 1+4 terminalni baze a velky zlabek,
o 2 maly Zlabek,
o 3 volna baze smycky,
o 4 velky Zlabek,
e Pocet HB - CcCiselnd hodnota odpovidd nejvy$simu dlouhodobému poctu

vodikovych vazeb v poslednich 200 simulace,
e Tvar CD - ¢iselna hodnota odpovida tomu, zda CD méla:

@)
@)

0 kulovity tvar,

1 tvar protahly v dlisledku posunuti vrstev po sobé.
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Tabulka 6 Prehled simulovanych modelii RNA a CD, legenda je uvedena v tivodnim textu

Nazev modelu Hrana boxu [nm] K+ Cl- Interakce PocéetHB Tvar CD
AU_CD_C00_1 7 67 30 1 3 1
AU_CD_C00_3 9 103 66 1 2 1
AU_CD_C00_4 9 103 66 1 3 1
AU_CD_C00_5 9 103 66 0 0 1
AU_CD_NH3 1 7 47 30 1 1 0
AU_CD_NH3_3 9 83 66 1 1 0
AU_CD_NH3_ 4 9 83 66 2 2 0
AU_CD_NH3_ 5 9 83 66 1+4 4 0
AU_CD_pure_1 7 56 30 1 0 0
AU_CD_pure_3 9 92 66 2 0 0
AU_CD_pure_4 9 66 66 1 0 0
AU_CD_pure_5 9 92 66 2 0 0
CG_CD_C00_1 7 59 30 1 2 1
CG_CD_C00_3 8 75 46 1 2 1
CG_CD_C00_4 8 75 46 2 2 1
CG_CD_C00_5 8 75 46 1 2 1
CG_CD_NH3_1 7 39 30 1+4 3 0
CG_CD_NH3_3 8 55 46 1 1 0
CG_CD_NH3_4 8 55 46 4 8 0
CG_CD_NH3_5 8 55 46 1+4 2 0
CG_CD_pure_1 7 48 30 2 0 0
CG_CD_pure_3 8 64 46 2 0 0
CG_CD_pure_4 8 64 46 1 0 0
CG_CD_pure_5 8 64 46 2 0 0
MIX_CD_C00_1 10 137 90 0 0 1
MIX_CD_C00_3 10 137 90 1 2 1
MIX_CD_C00_4 10 137 90 1 2 1
MIX_CD_C00_5 10 137 90 2 2 1
MIX_CD_NH3_1 10 117 90 1 1 0
MIX_CD_NH3_3 10 117 90 1 1 0
MIX_CD_NH3_4 10 117 90 4 6 0
MIX_CD_NH3_5 10 117 90 2 2 0
MIX_CD_pure_1 10 127 91 2 0 0
MIX_CD_pure_3 10 127 91 0 0 0
MIX_CD_pure_4 10 127 91 1 0 0
MIX_CD_pure_5 10 127 91 2 0 0

GAGA_CD_C00_1 7 49 31 0 0 1
GAGA_CD_C00_3 7 49 31 3 1 1
GAGA_CD_C00_4 7 49 31 3 2 1
GAGA_CD_C00_5 7 49 31 1 2 1
GAGA_CD_NH3_1 7 29 31 4 4 0
GAGA_CD_NH3_3 7 29 31 4 3 0
GAGA_CD_NH3_4 7 29 31 2 1 0
GAGA_CD_NH3_5 7 29 31 2 1 0
GAGA_CD_pure_1 7 38 31 3 0 0
GAGA_CD_pure_3 7 38 31 2 0 0
GAGA_CD_pure_4 7 38 31 3 0 0
GAGA_CD_pure_5 7 38 31 3 0 0
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10.2 Priloha 2 - Simula¢ni protokoly

10.2.1NpT_10 Ons_gpu_1.in

VSechny simulace probihaly za NpT podminek (konstantni pocCet ¢astic, tlak i teplota)
a sestavaly z 10 production. Celkové bylo poZzadovano, aby délka simulace byla 1 s, proto
ma kaZda production nastavenou délka kroku (dt) na 0,002 ps a pocet simula¢nich krok
(nstlim) na 50 000 000.

# Production of trajectory. NPT

&cntrl imin=0, ntx=7, irest=1, ntrx=1,ntxo=1, ntpr=5000,
ntwx=5000, ntwr=5000,
ioutfm=1, ntf=2, ntb=2, igb=0, dielc=1.0, cut=10.0,
nsnb=10,
nst1lim=50000000,
t=0.0, dt=0.002, temp0=298.16, tempi= 298.16, ig=-1,
ntt=1, dtemp=0.0, tautp=0.2,
ntp=1, preso=1.0,
comp=44.6, taup=0.2, npscal=1l, ntc=2, t0l=0.00001,
jfastw=0, iwrap=1, nmropt=1,

&end

&wt type='REST', istepl=1,istep2=50000000,valuel=1.0,value2=1.0,

&end

&wt type="END', &end

LISTOUT=smd.out

DISANG=SMD.f

10.2.2Samostatna minimalizace a kratka simulace CD

Béhem snah spustit spolecné minimalizaci a nasledné simulaci modelu RNA a CD
se vyskytly komplikace. Proto byl nejdrive nachystan spole¢ny model RNA a CD v boxu,
ktery byl solvatovan. Poté byla CD z boxu vyjmuta. Model RNA s vodou byl doplnén o ionty
anastrojem tleap byla vytvorena topologie. Pro CD byla samostatné spusSténa
minimalizace, zahiivani modelu a nasledné kratka simulace. Poté CD vracena do modelu
s RNA, vodou a ionty a byla spusténa spoletna minimalizace a nasledné simulace.

Energeticka minimalizace CD (em.mdp)

integrator = steep
pbc = Xyz
periodic_molecules = no
nsteps = 100000
nstcgsteep = 10
emtol = 10.0
nstxout 100
nstlog 100
nstenergy 100
nstlist 5
ns_type grid
coulombtype PME
vdwtype Cut-off
DispCorr no
rlist 1.0
rvdw 1.0
rcoulomb 1.0
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Zahrivani modelu (tempering.mdp)

integrator = md

dt = 0.0002

tinit =0

nsteps = 50000 5 50 ps
nstcomm = 10

; Output parameters

nstxout =0 ; every 10 ps
nstvout =0

nstfout =0

nstxtcout = 1000 ; every 2 ps
nstenergy = 500

; Bond parameters

constraint_algorithm = lincs
constraints = none
continuation = yes ; continuing from NPT
; Single-range cutoff scheme
nstlist =5

ns_type = grid

rlist = 1.0

rcoulomb = 1.0

rvdw = 1.0

; PME electrostatics parameters
coulombtype = PME
fourierspacing = 0.12
fourier_nx =0

fourier_ny =0

fourier_nz =0

pme_order =4

ewald_rtol = le-5
optimize_fft = yes

; Temperature coupling

Tcoupl = Nose-Hoover
tc_grps = System

tau_t = 0.5 ; 0.5
ref_t = 210 ; 310

; Pressure coupling

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau_p =1.0
compressibility = 4.5e-5 4.5e-5
ref p =1.0 1.0

refcoord_scaling = com

; Periodic boundary conditions are on in all directions

pbc = Xyz

DispCorr = EnerPres

5 SIMULATED ANNEALING

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)

annealing = single

; Number of time points to use for specifying annealing in each group
annealing-npoints =2

; List of times at the annealing points for each group

annealing-time =0 10
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Kratka simulace CD (md02.mdp)
; Run parameters

integrator = md

dt = 0.002

tinit =0

nsteps = 5000 ; 10 ps
nstcomm = 10

; Output parameters

nstxout =0 ; every 10 ps
nstvout = 0

nstfout =0

nstxtcout = 10 ; every 2 ps
nstenergy = 500

; Bond parameters
constraint_algorithm = lincs
constraints = all-bonds
continuation = yes ; continuing from NPT
; Single-range cutoff scheme
nstlist =5

ns_type = grid

rlist = 1.0

rcoulomb = 1.0

rvdw = 1.0

; PME electrostatics parameters
coulombtype = PME
fourierspacing = 0.12

fourier_nx =0

fourier_ny =0

fourier_nz =0

pme_order =4

ewald_rtol = le-5
optimize_fft = yes

; Temperature coupling

Tcoupl = Nose-Hoover

tc_grps = System

tau_t = 0.5 ; 0.5

ref_t = 310 ; 310

; Pressure coupling

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau_p =1.0
compressibility = 4.5e-5 4.5e-5
ref p =1.0 1.0

refcoord_scaling = com

; Generate velocities is off

gen_vel = no

; Periodic boundary conditions are on in all directions
pbc = Xyz

; Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres
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