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1  Uvod

Bunéénd membrana je dulezitou casti builkky - chrani ji, odd¢luje vnéj$i a vnitini
prostiedi, a dokonce ji formuje. Struktura bunééné membrany je rozmanita. Podstatnou
soucasti bunécné membrany jsou lipidy.

Lipidy jsou dulezité slozky naSich bunc¢k. Formuji totiz, vySe zminéné, bunécné
membrany, které formuji a chrani buiiku. Jsou to amfipatické latky — to znamena, Ze maji
hydrofilni a hydrofobni ¢ast. Diky jejich stavbé mohou tvofit lipidovou dvojvrstvu, a

tedy bunécné membrany.

Jedna skupina lipida se od bézné znamych lipidu lisi tim, Ze obsahuji ve své struktuie
ionizovatelnou ¢ést a nazyvaji se ionizovatelné lipidy. Diky svym vlastnostem, jako je
napi. velmi nizka toxicita, maji ionizovatelné lipidy veliky potencial v mediciné a
farmacii. Populace o nich mohla slyset, nebo se docist, v souvislosti s vakcinami proti
onemocnéni Covid-19, ve kterych jsou obsazeny. Neni to vSak jejich jediné vyuziti,
jelikoz probiha mnoho vyzkumt a testovani i jinych RNA vakcin s obsahem

ionizovatelnych lipidu.

Velky potencial a vyuziti v mediciné maji 1 uhlikové teCky. Uhlikové tecky jsou
nanoalotropni 0D struktury o velikosti asi 2-3 nm. Byly objeveny ndhodou, a to v roce
2004, kdy védci Ccistili stény uhlikovych nanutrubic (nanotubes) pomoci metody
preparativni elektroforézy. Tento objev spustil rozsahlé a letit¢é zkoumani povahy a
struktury uhlikovych te¢ek. Béhem zkoumani se pfislo na n€kolik pozitivnich vlastnosti
uhlikovych te¢ek. D4 se totiz modifikovat jak jejich povrch, tak i jadro. Uhlikové teCky
jsou totiz nizkotoxické, dobie vodivé, maji vysokou stabilitu (fotochemickou a teplotni-
odolné vici vysokym teplotdm (800°C) a maji dobré optické vlastnosti (luminiscence,

fluorescense, absorpce atd.).

V mé bakalatské praci budu vyuzivat pocitacové simulace. Pocitatové simulace pracuji
na principech a vypoctech vypocetni chemie. Vypocetni chemie je obor chemie, kdy se
vyuziva vypocetnich metod pro feSeni a zkoumani chemickych systémil na teoretické

urovni. To je velice hojné vyuZzivano napiiklad pfi zkoumani a vyrobé I[éCiv



(ekonomické, ¢asové nendrocné). S pouzitim vypocetni chemie mizeme ziskat nejen
povédomi o vlastnostech systému, ale také o jeho struktufe a chovani v rtiznych
prostiedich a s riznymi latkami ¢i biomolekulami. Muze se nahlédnout az do mikro
(nano) svéta. Vypocetni chemie se dale d€li na kvantovou (QM) a molekulovou
mechaniku (MM), a ta ma podskupinu molekulovou dynamiku (MD). S pouzitim téchto
odvétvi vypocetni chemie se miizou tedy zkoumat jak statické systémy (molekulové

modelovani), tak ty dynamické (molekulove simulace).

V této bakalarské praci jsem se zabyvala simulacemi ionizovatelnych lipidi, konkrétné
lipidu ALC-0315 s modely uhlikovych tecek, kterymi byly C3-amin, C3-karboxyl a C4-
amin. Simulace byly vytvofeny v softwarovém balicku programi GROMACS a
spustény po dobu dvou tydnl na superpocitaci na Ptirodovédecké fakulté, katedie

fyzikani chemie Univerzity Palackého v Olomouci.

V praktické ¢asti této bakalairské prace jsem se zabyvala interakcemi mezi lipidovou
dvojvrstvou, tvofenou ionizovatelnymi lipidy ALC-0315, a modelem vrstvy uhlikové
teCky s riznymi modifikacemi. Prvnim modelem byl circumcoronen funkcionalizovany
0 amino- skupinu na 30% svého povrchu (dale jako C3-amin), dal§im modelem byl
circumcoronen funkcionalizovany o karboxyl- skupina na 30% svého povrchu a
poslednim modelem byl circumcircumcoronen funkcionalizovany o amino- skupinu také
na 30% svého povrchu. Modely vrstev se liSily funkénimi skupinami, které na nich byli
navazané a velikostmi stran. Co méli modely spole¢né byl neutralni ndboj a procentualni
pokryti funkénimi skupinami. Simulace byly vytvofeny a spuStény v programu

GROMACS v silovém poli AMBER99SB*.



2 Teoreticka ¢ast
2.1 Lipidy

Stavebni jednotkou bunéénych membran jsou lipidy. Lipidy jsou dilezitou skupinou
organickych latek, které jsou jak zivocisného, tak rostlinného ptivodu. Mezi lipidy
zivocisného puvodu patii tuky (napr. sadlo), vosky (napr. vceli vosk) a mezi rostlinné

lipidy patii oleje (slunecnicovy, olivovy atd.).

Lipidy jsou velmi heterogenni skupinou organickych latek. V zakladu se déli na dvé
skupiny-jednoduché a slozené (Obrdzek 1). Ty pak na mnoho dalSich podskupin. Mezi
jednoduché lipidy se tadi acylglyceroly, ceramidy, sfingolipidy a vosky. Takové lipidy
jsou tvofeny mensi hydrofilni hlavickou, nez je u sloZenych lipidi, a hydrofobni ¢asti.

Slozené lipidy se déli na fosfolipidy (glycerofosfolipidy, sfingolipidy) a glykolipidy

(sfingoglykolipidy) a posledni podskupinou lipidt jsou lipidy odvozené (isoprenoidy).t:2
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Obrazek 1: schéma rozdélent lipidii (a)




2.1.1 Vlastnosti

Lipidy jsou amfipatické latky, coz znamena, Ze maji hydrofobni (ocas) a hydrofilni
(hlavicka) ¢ast. Diky tomuto jejich sloZeni je oznacCujeme jako latky polarni. Jsou tedy

omezené rozpustné ve vodg¢, avsak dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech.®

Pokud lamelarni lipidy (= lipidy s nepoldrnim ocaskem), tudiz vétsina lipidi ptitomnych
V bunécnych membranach, ,,vhodime* do vodného prostiedi, tak diky svému slozeni,
valcovitému tvaru a amfipatickym vlastnostem, maji tendenci se transformovat do tzv.
lipidové dvojvrstvy. Hydrofilni hlavicky vytvareji nekovalentni interakce s molekulami
vody prostiednictvim vodikovych mustki a elektrostatickych interakci na povrchu
dvojvrstvy. Hydrofobni ocasky tvoii nepolarni vrstvu uvniti dvojvrstvy. Vznikne tak jiz
zminéna lipidova dvojvrstva o tloustce cca 6-10 nm, kterd je pak zakladnim stavebnim
kamenem pro vSechny biologické membrany. Zaroven ji Ize chapat jako dvojrozmérnou
tekutinu, protoze za fyziologickych podminek nemaji lipidy ve dvojvrstvé pevné
postaveni — mohou se ve dvojvrstvé voln¢ pohybovat. Tento pohyb se nazyva lateralni
pohyb. Zahrnuje vyménu mista mezi lipidy umisténymi vedle sebe, neomezeny rotacni
pohyb lipidovych molekul a zaroveit mtze dochazet k preklopeni molekuly lipidu
z jedné vrstvy do druhé, cemuz se tika flip-flop. Aby se hydrofobni konce vyhnuly styku

s vodou, spojuji se konce vrstvy do tvaru koule (vesikula). >4°

2.1.2 Struktura

Hydrofobni ¢ast lipida se sklada z acyli nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin.
Na nasycenou a nenasycenou mastnou kyselinu jsou pak navazany polarni skupiny
tvofici hydrofilni hlavicku, napt. glycerol a na ten nasledné fosfat. Ptes fosfat se pak dale
navazuji dalsi latky, konkrétné latky obsahujici amino skupinu (serin, ethanolamin, ...).
Hydrofilni hlavicka se sklada z rtznych latek a podle toho lipidy rozdélujeme do

podskupin (viz. odstavec vyse).®
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Obrdazek 2: schéma struktury fosfolipidu a ndsledné transformace do lipidové dvojvrstvy (b)

2.1.3 Bunécné membrany

Bunéénd membrana je dilezitd ¢ast bunky, pomoci které se buiika nejen formuje, ale
také oddéluje vnitini a vnéj$i prostiedi. Celou buniku ohranicuje plazmatickd membrana
a jeji organely v eukaryotnich buiikdch ohranicuji dal§i membrany. Organely chranéné
membranou jsou naptiklad: jadro, mitochondrie, Golgiho aparat, endoplazmatické

retikulum atd.’

Slozeni bunéénych membran je komplexni a jsou tvoreny ptredevsim lipidy, steroly,
proteiny, glykolipidy a glykoproteiny. Nejzastoupengjsi lipidy v bunénych
membranach jsou fosfolipidy, glykolipidy, sfingomyelin, kardiolipin a cholesterol.
Pomér, jichz zminénych druhti lipidd, se v riznych membranach 1isi. Bunéénd membrana
ma tloustku cca 5 nm a je semipermeabilni (polopropustna) — to znamena, ze propousti
pouze nékteré molekuly. Diky tomu se aktivné podili na regulaci slozeni nitrobunééného

prostiedi. Propustnost membrany zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech jak

11



molekuly, ktera chce projit membranou, tak membrany samotné. Toto propousténi latek

skrz membranu umoziuje osmoza.®

Osmoza je typ pasivniho transportu (neni potreba externé dodana energie), pti kterém
molekula/rozpoustédlo prostoupi pies semipermeabilni membranu z prostiedi méné

koncentrovaného do vice koncentrovaného prostoru.®®

Prostup latek také koordinuji pienaseci, kanalky a pumpy, které jsou vysoce selektivni.
Tyto casti membrany jsou tvofeny molekulami proteinti. Proteiny mohou tvofit i

receptory.®10

2.1.3.1 Parametry bunéénych membran

Vlastnosti bunéénych membran jsou naro¢né na charakterizovani. Z toho divodu byl
vytvoren souhrn zékladnich parametrl, které ndm bunééné membrany poméahaji popsat.
Tyto parametry se rozd¢€luji na strukturni a dynamické. Ziskdvame je kombinovanim
experimentalnich a kvalitativnich metod a tato kombinace nam dopomaha k pochopeni
struktury a povahy dané bunéné membrany. Strukturni parametry membran se
vyznacuji tim, Ze ndm déavaji informace o zékladnich strukturnich slozkach bunécné
membrany. Mezi tyto parametry nalezi naptiklad plocha a objem jednoho lipidu (area

per lipid), tloustka membrany, stupef uspoiadanosti nebo lateralni diftize.'

Dynamické parametry membran se vyznacuji, Ze popisuji systém v pohybu. Ve fluidnich
membrandch jsou totiZ lipidy v neptetrZitém pohybu. Dynamické parametry nam tedy
mohou popsat rotace zminénych lipidli okolo vlastni osy, jejich pteklapéni mezi vrstvami

membrany, rotaci molekul okolo chemickych vazeb nebo lateralni diftizi.'"*2
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2.2 lonizovatelné lipidy

Ionizovatelné lipidy jsou takové, které ve své struktuie maji ionizovatelnou ¢ast a maji
amfifilni charakter. Jiz zminéna ionizovatelna ¢ast je obsazena ve struktufe hydrofilni
hlavicky. Obsahuje molekuly kysliku, vodiky na konci hlavi¢ky lipidu a pfevazné jeden
tercidlni dusik, pravé ktery je ionizovatelnou Casti lipidu. Dalsi ¢asti ionizovatelného
lipidu je spojovaci ¢ast a hydrofobni konce, které jsou tvofeny nejcastéji tercialnim
aminem (viz. nize Obrdzek 3). Tercialni amin se totiz projevil jako velice napomocny pfi

genovém dorucovani.'®

ALC-0315

Obrdzek 3: chemickd strukturta a 3D vizualizace ionizovatelného lipidu ALC-0315 (c)
Se zminkou o ionizovatelnych lipidech se nejcastéji mizeme Setkat v souvislosti s
mRNA vakcinami proti Covidu-19. Nejzminovanéjsi ionizovatelné lipidy V této
spojitosti byly ALC-0315 (viz. Obrazek 3), ktery byl vyuzit ve vakcinach od
farmaceutické spolecnosti Pfizer/BioNTech, a ionizovatelny lipid SM-102 obsazeny ve
vakcinach firmy Moderna. Nejen, Ze ionizovatelné lipidy mohou, a jsou, vyuZzivany jako
soucasti mRNA vakcin, ale obecné maji dale velky potencidl v medicingé a

biomedicing 1314

2.2.1 Vlastnosti

Jejich amfifilni charakter méa za nasledek to, Ze pfirozené vytvareji lipofilni komplexy
naptiklad s nukleovymi kyselinami, peptidy nebo proteiny. Lipofilni komplexy pak maji
za nasledek vyrazné zvySeni propustnosti 1éCivych latek skrz bunééné membrany. Dalsi
duleZzitou vlastnosti ionizovatelnych lipidd je jejich moznost pfizptisobit se prostiedim o
razném pH. Jejich disocia¢ni konstanta umoziiuje, aby v kyselém prostiedi o nizkém pH

byly kladné nabité, ale uchovavaly si neutralni naboj ve fyziologickém prostiedi. Diky

13



tomu jsou jen minimalné toxické a maji velky potencial vyuziti v aplikaci

farmaceutickych produkt, jako naptiklad v mRNA vakcinach.t3%°

2.2.2 Vyuziti

Potencial vyuziti ionizovatelnych lipida je veliky. Iniciuji totiz elektrostatickou vazbu
mezi nimi a endozomalnimi membranami, lysozomem nebo dalsimi interagujicimi
vesikuly. Tato iniciace a jejich amfifilni charakter ma za nasledek snadné&jsi uvoliovani
do cytosolu. V soucasnosti se nejvice vyuzivaji jako ,,pomocnici® pfi pfenosu mRNA
vV RNA vakcinach. Diky svym vlastnostem totiz 1épe pronikaji do bun¢k. lonizovatelné
lipidy jsou totiz jednou ze slozek lipidovych nanocastic pouzivanych v RNA vakcinach,
spole¢né s cholesterolem, PED-lipidem a 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-fosfocholin
(DSPC) Funguji jako takovy ,,obal“ pro pfenos mRNA. mRNA je totiz malo stabilni.
Néz by se dostala do bunky, kde ji potfebujeme, tak by se rozpadla pii reakci
s ribonukleazami. lonizovatelné lipidy jsou ji tedy obali a obalena mRNA se dostane

snadn&ji do buiiky.>16

2.3 Uhlikové tecky

Uhlikové tecky (z angl. C-dots) jsou nanoalotropni 0D c¢astice 0 velikosti pod 10 nm (2-
3 nm) a vicevrstvou grafenovou, sférickou strukturou. Uhlik je zde pievazné v sp?
hybridizaci. Kvantové neboli uhlikové tecky, jsou slozeny zjadra a obalu. Jadro je

uhlikové a povrch je tvofen karboxylovymi nebo jinymi funkénimi skupinami

14



Obrazek 4: obecna struktura uhlikové tecky (d)

(hydroxylovymi, aldehydickymi, amidovymi, aminovymi atd.). Diky jejich slozeni je
mozné modifikovat jak jadro, tak povrch, a to pfipisuje uhlikovym teckam spoustu

vlastnosti.’

Byla to nihoda, kterd pomohla objevit uhlikové tecky. V roce 2004 védci distili
jednosténné uhlikové nanotrubice prostiednictvim preparativni elektroforézy. K ¢isténi
doslo z diivodu toho, Ze pro ptipravu téchto nanotrubic byla pouzita metoda elektrického
oblouku z uhlikovych sazi. Tato metoda ma za nasledek vznik mnozstvi ne€istot. Jednou
zZ necistot byl fluorescen¢ni uhlikaty nanomaterial, jeZ je dnes znami jako uhlikaté tecky.
Objev probudil ve védecké obci velky zdjem, a to zejména kvuli velkému potencialu

uhlikovych teéek pii zobrazovani biologickych struktur a systémi.*8

Pfipravit nejen uhlikové tecky, ale obecné nanocastice, jde dvéma zptsoby — metody
bottom-up a top-down. Top-down metody spocivaji v tzv. rozbijeni vétSich struktur na
mensi a mens$i, az se dostaneme na nanocastice. Jsou to metody jako obloukovy vyboj,
elektrochemicka oxidace ¢i laserova ablace, pti které dochéazi k odstranovani materialt
z pevné latky. Bottom-up naopak spociva ve vrstveni mensich systému na sebe a tim se

tvori vetsi a vEtsi soustava. Mezi metody bottom-up pro ptipravu uhlikovych tecek patii:
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mikrovinné a roztokové syntézy, termalni a hydrotermdlni syntézy nebo pyrolyza

vhodnych uhlikovych prekurzor. %%

2.3.1 Vlastnosti

Vlastnosti uhlikovych tec¢ek je mnoho. Jsou rozpustné ve vodé, velice nizko toxické a
jsou velice chemicky odolné. Nevyznacuji se pouze nizkou toxicitou, ale jsou i
biokompatibilni, rychle se vyluCuji ztéla pry¢, a proto maji veliky potencial

V biomedicin€ (biosenzorika, biozobrazovani 1720

Uhlikové tecky jsou oznacovany jako uhlikova nanosvétla. Jsou charakteristické svymi
optickymi vlastnostmi. Mezi optické vlastnosti uhlikovych tecek se mulze fadit
luminiscence, fluorescence, chemiluminiscence, absorpce, fotoluminiscence a dalsi.
Konkrétné fotoluminiscence uhlikovych te¢ek by mohla vyznamné pomoci pfi

bun&éném znadeni nebo bioimagingu (biologickém zobrazovani).??!

2.3.2 Struktura uhlikovych tecek

Mohlo by se z nazvu zdat, ze uhlikové tecky maji ve své struktufe ¢isté jen uhlik. Opak
je pravdou. Po objevu uhlikovych tecek bylo zapocato zkouméni téchto novych
nanostruktur a naptiklad FTIR analyza, jeZ pouziva paprsky svétla k detekci a méfeni
zakladnich druhti materiald, objasnila, ze sice vétsi podil ve struktufe uhlikovych tecek
ma uhlik, avSak na svém povrchu méli tecky navazané karboxylové skupiny a
Vv elementarnim slozeni se nachézel v malém zastoupeni vodik, kyslik i dusik. Nejednou
se také na povrchu uhlikovych teek nachazela hydroxy- ¢i amino- skupina. Struktura
uhlikovych tecek je tedy rozmanitd, a to z diivodu jiz vyse zminénych riznych zpisobt

piipravy tecek.?2?

Uhlikové tecky se déli na tii zakladni skupiny: grafénové kvantové tecky (graphene
quantum dots — GQDs), uhlikové nanotec¢ky (carbon nanodots — CNDs) a polymerni
tecky (polymer dots — PDs). Grafénové kvantové tecky jsou 0D grafénové struktury,

které se skladaji z jedné az péti vrstev grafénu mensi nez 100 nm. JestliZe je vrstev vice,
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pak se jedna o uhlikové nanotecky. GQDs jsou pozoruhodné tim, ze u nich sledujeme
efekt kvantového omezeni, ktery ma za nésledek vznik zakazaného pésu uvnitt struktury
tecky a kvantovani energie. Tento jev u klasického grafenu nepozorujeme. Polymerni
teCky se lisi od grafénovych kvantovych te¢ek a uhlikovych nanotecek tim, ze ve své
struktufe okolo jadra mohou mit agregované polymerni fetézce nebo maji moznost

zesitovani linearnimi polymery.?®

Graphene quantum dots
(GQDs)

Carbon dots (CDs)

Carbon nanodots

(CNDs)

Polymer dots
(PDs)

Obrazek 5: klasifikace uhlikovych tecek na tii skupiny ()
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2.4 Vypocetni chemie

Vypocetni chemie je odvétvi chemie, které zkouma a fesi chemické systémy, a problémy
S nimi spojené, S pomoci poc¢itact a superpocitace. Provadi to pomoci vypocetnich metod
V pocitacovych programech. Prostfednictvim vypocetni chemie mizeme ziskat
povédomi o struktufe a vlastnostech zkoumaného systému — absolutni a relativni energie,
hustota, plocha atd. Dokaze tedy ziskat informace o systému a jeho chovani na Grovni
teoretické misto experimentélni, a to se vyuziva napt. pti navrhovani novy 1éka nebo
materiald. Je to mén¢ nakladné a po vétsing ¢asu proveditelné — tim se vypocetni chemie
odlisuje od experimentu. Vypoéty ¢i experiment muze selhat kvili povaze rtznych

molekul, atomt & nano¢astic.?*

Diky vypocetni chemii mizeme provadét rizné modelovani systéma a tvofit nasledné
simulace jejich chovani. MiiZeme modelovat systémy, které jsou statické (molekulové
modelovani), abychom lépe mohli prozkoumat jejich strukturu. DalSim typem
modelovani je molekulové simulace, kdy modelujeme celé dynamické procesy. Pokud je
simulace nalezit¢ provedena, dostavame vypocetn¢ presné feSeni systému.
Prostfednictvim simulaci mizeme modelovat systém, ktery by nebylo mozné kvili
nevyhovujicim podminkam provést (kratké casové intervaly, velmi nizké nebo naopak

vysoké teploty atd.).?4%

Vypocetni chemie se dale specifikuje na dalsi dvé odvétvi, a to kvantova mechanika
(QM) a molekulova mechanika (MM). Tyto dvé odvétvi nam pomahaji s popisem
vlastnosti dan¢ho systému a pouzivaji se praveé pii molekulovém modelovani. Abychom
mohli vytvofit molekulovou simulaci, tak kvantova a molekulova mechanika nejsou
dostacujici. Odvétvim, které se vyuziva pfi zkoumani charakteristiky dynamické

simulace, je molekulova dynamika (MD).?*2>2

24.1 Kvantova mechanika (QM)

Kvantova mechanika je ¢ast vypocetni chemie, konkrétné obor mechaniky, kterd se
zabyva matematickym popisem pohybu a interakcemi subatomarnich ¢astic, jako jsou
atomy a jejich komponenty (elektrony, protony a neutrony), a uréuje tak jejich vlastnosti.

Popisuje je pomoci vinové funkce nebo elektronové hustoty. Rozdil mezi kvantovou
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mechanikou a klasickou mechanikou je takovy, Ze vV mechanice existuji urc¢ité objekty na
uritém misté a v urCitém case. V kvantové mechanice se vSak bavime o nejveEtsi

pravdépodobnosti, kde by se objekty (napf. atomy) mohly nachazet.?’

2.4.2 Molekulova mechanika (MM)

Molekulova mechanika je vypocetni metoda, kterd se opird o newtonovské rovnice a
pocita potencialni energii pro konkrétni uspofadani atomi s pouzitim potencialnich
funkci. Tyto funkce jsou odvozeny pomoci klasické fyziky (mechaniky). Vzniklé
rovnice jsou dale znamé jako silové pole. Funkce se opiraji o experimentalni parametry,
jako jsou silové a rovnovazné konstanty. Funkce potencidlni energie je souctem
jednotlivych funkci pro napnuti vazby, thel ohybu, Van der Waalsovych sil, torzni

energie a nevazebné interakce.?8?°

Teorie kouli a pruzin-i s takovym oznacenim molekulové mechaniky se miizeme setkat.

Molekulova mechanika je totiz zalozena na nékolika predpokladech:

1. Elektrony okolo jadra a samotné jadro je hmotnostni bod interagujici s ostatnimi
hmotnymi body, tudiz vyse zminéna ,.koule*.

2. Vazby mezi molekulami jsou pruziny.

3. Kazdé castici je pfifazen polomér, nejcatéji Van der Waalsliv polomér rw a
konstantni naboj.

4. Potencidlové funkce klasické mechaniky popisuji interakce mezi ¢asticemi.

5. Kazda jedna interakce je popsdna vlastni potencidlovou funkci, jeZ obsahuje
empirické parametry.

6. Konformace molekuly je dana souétem vsech interakci.?®

Toto pojeti molekulové mechaniky je lehce matematicky aplikovatelné, a z toho ditvodu
se knému ptiklani pfi provadéni vypocti. Kazdy atomovy typ je popsan riznymi
parametry a urcuje se podle: protonového ¢isla a typu chemické vazby mezi nim a dal$im
atomem/atomy. Pro kazdou kovalentni vazbu je pfisuzovana vazebna délka ro a silova

konstanta k.3°

Silové pole (angl. force field) je dilezity termin v molekulové mechanice. Popisuje

souhrnnou charakteristiku interakci mezi atomy a molekulami pfitomnych ve
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zkoumaném systému. Sjednocuje potencidlové vazebné, nevazebné funkce a sadu

parametri, jeZ se stanovuji prostfednictvim experimenti nebo kvantovych vypodti. 303!

Pomoci silového pole se pak nasledné vypocita potencialni energic E celého

molekulového systému jako soucet jeho jednotlivych ¢lent:

E = Ekxovatent T Enekovaient (1)»

kde Ejopaien: j€ potencidlova energie kovalentniho piispévku a E,ckovaient J€
potencialova energie nekovalentniho ptispévku. Ty se nasledné jednotlivé vypocitaji

pomoci rovnic:

Ekovalet = Evazby + El’xhlu + Etorzniho uhlu (2)1

kdy energie kovalentniho piispévku je popsana souctem energii pnuti vazby, deformace

uhlu a torzniho uhlu. Nekovalentnimi pfispévky jsou elektrostatika a Van der Waalsovy

interakce (viz. rovnice ¢.3 nize)®':

Enekovalent = Eelektrostatika + EVan der Waals (3)’
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2.4.3 Molekulova dynamika (MD)

Molekulova dynamika je metoda vypocetni chemie, ktera se pouziva pii zkouméani
dynamického chovani systému, ktery je slozen z atomt a molekul, v ¢ase. Je zalozena
na zménach poloh atomii/molekul v zavislosti na silach, které na ni plsobi. Vyuziva
k tomu vypoéty z Newtonovych pohybovych rovnic. Tyto rovnice jsou odvozené od

Newtonovych zakont:

1. prvni Newtontliv zdkon — zakon setrvacnosti,
2. druhy Newtontv zékon — zékon sily, a posledni

3. tieti Newtoniv zakon — zakon akce a reakce.3?

Zminéné pohybové zakony jsou fyzikalni zékony, které nam blize specifikuji vztah mezi
pohybem télesa a silami, které na néj pisobi. Jsou zdkladem klasické mechaniky, a

hlavné jejiho odvétvi dynamiky.®?

Hodnotu sil vypocitame z potencidlni energie uréené na zéklad¢ parametra silového pole

(atomovéa hmotnost, atomovy naboj, délka vazby, vazebné uhly atd.).3233

Nejcastéjsi z variant pro vypocet pohybovych rovnic, kterymi se vypocitavaji dynamické
systémy, je Verletova metoda nebo Geartv prediktor, a to z toho duvodu, Ze Verletova
metoda méné zatéZzuje pamét pocitate. Geariv prediktor je vhodny pro dynamické

systémy o kratkém Case, protoze nam poskytuje mnohem piesnéjsi informace.3*

244 GROMACS

Pocitacové simulace jsou velice oblibené ve svété védy. Spofi Cas, jsou ekonomicky
vyhodnéj$i nez experimenty a pomdahaji pochopit 1épe mikro (nano) svét. Jednim ze
softwarovych bali¢kdl programil, ktery tvofi poéitatové simulace, je GROMACS®
(GROninge Machine of Chemical Simulations). Tento balicek primarné formuje
pocitatové simulace systémul biomolekul jako jsou proteiny, lipidy a nukleové kyseliny.
Obsahuje velké mnozstvi komponentil pro analyzu téchto molekul, vypocty a zpracovani
simulaci. Simuluje rizné prostfedni a podminky v nich pomoci QM/MM simulaci a

umoziuje vypocet volné energie.>>%



Simulace se sklada ze ti'i krokti: minimalizace energie, optimalizace (ekvilibrace) energie

a vytvoreni simulace (produkcni simulace). Vsechny tyto kroky jsou pod zastitou

GROMACS.¥

Minimalizace energie je dilezitym krokem pocitacové simulace. GROMACS ji provadi

s pouzitim nejprudsiho klesajiciho algoritmu, dokud maximalni neklesne pod hodnotu

1000,0 kJ/mol/nm 3738

Dalsim krokem pted spusténim simulace je ekvilibrace systému. Po minimalizaci energie
je systém simulovan po dobu n se vSemi atomy lipidii v memran¢ (viz. nize). Vysledkem
ekvilibrace je stabilizace systému lipidova membrana-voda a lipidovda membrana-

uhlikova te¢ka.383°

Vyslednd simulace je pak vyhotovena ve formé trajektorii. Tyto trajektorie jsou dale
analyzovdny, a to za ucCelem zkoumdni, vyhodnocovdni a pochopeni riaznych
strukturnich ¢i polohovych rozdili, které se mohly vytvofit béhem simulaéniho

procesu.3’%
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3 Prakticka cast

Tato bakalatska prace se zabyvala simulacemi interakci mezi ionizovatelnym lipidem
ALC-0315 a modely vrstev uhlikovych tecek, coz detailné popiSeme v dal§im prubéhu

této kapitoly.

Simulace probéhly v simula¢nim boxu s lipidovou membranou o daném poctu lipida a
za ptitomnosti vzdy jednoho modelu vrstvy uhlikové tecky v programu GROMACS a
silovém poli AMBER99SB*. AMBER99SB* (Assisted Model Building with Energy
Refinement) je molekularné-mechanické silové pole, které je bézné vyuzivano pro
simulace biomolekul ve vypocetni chemii. Umistény jsou nejéastéji do simula¢niho
prostoru o tvaru krychle ¢i kvadru o urcitém objemu. Aby nedoSlo k opusténi
vyhrazeného prostoru nékterou z Castic, zavadeji se periodické okrajové podminky
(Periodic Boundary Conditions — PBC). Ustanovi se tim to, ze box je obklopen svymi
duplikéty, tudiz castice, kterd by opustila box, by se vzapéti objevila opét v ném

Z protéjsi strany boxu.

Cilem bylo pozorovat chovani a probihajici interakce a kompatibilitu mezi
ionizovatelnym lipidem a modelem vrstvy uhlikové tecky. lonizovatené lipidy byly
pouzity v RNA vakcinach proti onemocnéni Covid-19 jako takovy ,,obal* pro pfenos
nestabilni mRNA do buiiky a diky jejich vlastnostem je jim pfipisovan velky potencial
ve farmaceutickém odvétvi. Uhlikové te€ky na tom jsou podobné. Nejsou zatim plné
vyuzivany pii aplikaci farmaceutickych ptipravki, avSak vypada to, ze jejich potencial
by mohl byt v budoucnu vyuZit pii bunééném znaceni ¢i biologickém zobrazovani, a to

zejména kvili svym vynikajicim optickym vlastnostem.

Zajimalo nas tedy, jak by ionizovatelny lipid, pouZivany ve vakcinach proti Covidu-19,
mohl interagovat s modely vrstev rizné modifikovanych uhlikovych tecek a jestli viibec

by doslo k néjaké interakci.

3.1 Priprava simulaci

Abychom mohli vytvofit fungujici simulaci, tak musime mit dostupné vstupni soubory
pro ni ve formatu PDB. V této bakalarské praci se jednalo o lipid ALC-0315 a tfi vrstvy

modeld uhlikovych tecek.
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Jako prvni jsme musely vystavét modely, jak membran, tak vrstev modelti uhlikovych
teCek. Model membrany jsme postavily pomoci interniho builderu v programu
GROMACS a sklada se z 64 kladn€ nabitych ALC-0315 lipidd v horni vrstvé a stejné

tak z 64 ALC-0315 lipidu pfitomnych v dolni vrstvé membrany.

Kdyz jsme meély vystavénou lipidovou dvojvrstvu, na fadu pfisla minimalizace
membrany. Minimalizace mé za kol zredukovat jakékoli blizké interakce ve startovni
geometrii, ustalit a optimalizovat energii systému. V GROMACS se nam pii spusténi
programu grompp sesbiraji veskeré informace o systému z riznych soubort vzniklych
béhem minimalizace a vznikne nam jeden soubor, kterym je bindrni vstup pro
molekulovou dynamiku. Tu nam zaji$§tuje program mdrun, jenz je Vysoce

optimalizovan a fadi se tim mezi nejvice efektivni MD programy.*®4!

Nasledoval ohfev systému a po ném ekvilibrace, coz je vV podstaté ustaleni teploty a tlaku
v systému. Po ekvilibraci pfiSla na fadu produkéni simulace. Ta trvala 100 ns a nastavili

jsme ji pomoci vypoctu:
dt X nsteps = délka simulace 4)
Udaje dt a nsteps byly zjistény ze vzniklého souboru md.mdp.*

Vse probéhlo uspésné, tak jsme se mohly pfesunout na modelovani vrstev uhlikovych
tecek, sriznou funkcionalizaci, v CD-builderu na to pfimo uréeném. Bylo
vymodelovano Sest modifikovanych vrstev uhlikovych tecek, s riznymi funkénimi
skupinami na povrchu, riiznym procentualnim zastoupenim téchto funkénich skupin, 0
rizném naboji a o dvou riznych velikostech stran — tfi nebo Ctyf benzenovych jader na
jedné strang. Stabilnich modeli vzniklo z Sesti tfi. Prvnim modelem vrstvy uhlikové
tecky byl circumcoronen funkcionalizovany o amino- skupiny na 30% povrchu (dale
jako C3-amin), druhym modelem byl circumcoronen funkcionalizovany o karboxyl-
skupiny na 30% povrchu vrstvy (ddle jako C3-karboxyl) a poslednim modelem vrstvy
uhlikové tecky byl circumcircumcoronen funkcionalizovany o amino- skupiny také na
30% povrchu vrstvy (ddle jako C4-amin) (modely zobrazeny nize). Vsechny pouzité

modely vrstev uhlikovych teek byly vystavény jako elektroneutralni.
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Obrazek 6: C3-amin

Obrazek 7:C3-karboxyl

Obrdzek 8:C4-amin
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3.2  Systém membrana-model vrstvy uhlikové tecky

Po vyprodukovani stabilni membrany a rizné modifikovanych modeli vrstev
uhlikovych tecek nasledoval dalsi krok — stabilni vrstvy se vzdy jedna piidala do boxu
s ekvilibrovanou membranou. Posléze se systém pokazdé minimalizoval, ekvilibroval a
nakonec prob¢hly opét produkéni simulace. Minimalizace byla realizovana
prostiednictvim steepest descent metody neboli metoda nejvétsiho spadu,
v GROMACS. Pii této metodé minimalizace se hledd minimum potencidlni energie
blizko pocatecni struktury s pouzitim algoritmu nejvétsiho spadu — metoda derivace
prvniho fadu. Konec minimalizace se poznd tak, Ze rozdil energii ptedchoziho a

néasledného kroku je mensi neZ stanovena hodnota.*?

Pti ekvilibraci dochéazelo k ustdleni teploty pomoci termostatovani. Termostatovani
muze byt uskuteCnéno s pouzitim pireskalovani rychlosti nebo prostiednictvim
termostatu — coz byl nas p¥ipad. Pro ustaleni teploty byl pouzit termostat Nosé-Hoover*®,
Neustanovuje se jen teplota, ale i tlak spouzitim barostatovani. Barostatovani je
realizovano bud’ Berendsenovym nebo Parrinello-Rahmanovym barostatem. Pro ustaleni

tlaku v této bakalai'ské praci byl pouzit Parrinello-Rahmantiv barostat*®,4!

Podminky ekvilibrace a termalizace (ohfevu) se nam seskupily opét do mdp soubori.

Z nich jsme nastavili, aby simulace trvala 200 ns, teplota byla 310 K a tlak 1 bar.

Produk¢ni simulace je findlnim krokem. Zéasadnim pro tuto fazi je volba Casu, jak dlouho
simulace pobé&zi. Nesmi to byt kratky Casovy interval, jinak se mize stat, ze MD
(molekulova dynamika) obsdhne jen omezeny uUsek konformacéniho prostoru a pii
dlouhém ¢asu vypoctu pokryje pouze kratky ¢as vyvoje simulovaného systému. Pokud
vSak bude zvoleny ¢as simulace delsi, nez by mél idealn¢ byt, bude to mit za vznik

nestabilni trajektorie a nestabilni vzniklou energii atomi, jez se piekryvaji.3%*3
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4 Vysledky

V této Casti mé bakalaiské prace se zaméfuji na analyzu a popis vytvorenych simulaci
systémil membrana-model vrstvy uhlikové tecky. Nastaveni a vhodny vybér simulacnich
parametrt a silového pole je zasadni, pokud chceme, aby simulace prob&hly uspésné.
Uspé$né jsme nasimulovaly tii systémy z piivodnich Sesti vystavénych systémd. Dalsi
tii modely byly: circumcoronen funkcionalizovany o amino- skupiny na 30% svého
povrchu s kladnym nabojem (ddle C3-amino+), circumcoronen funkcionalizovany o
karboxyl- skupiny na 30% povrchu s zapornym nabojem (dale C3-karboxyl-) a
circumcoronen funkcionalizovany o hydroxyl- skupiny na 30% povrchu (dale C4-
hydroxyl). Produk¢ni simulace vSak byly spustény pouze s tfemi nejstabilnéj$imi.
Duavodem, pro¢ s modely vrstev uhlikovych tecek C3-amino+, C3-karboxyl- a C4-
hydroxyl neprobéhly produkéni simulace, je nedokoncend minimalizace, tudiz hned
prvni krok molekulové-dynamickych simulaci. Pii minimalizaci se systém zhroutil
pravdépodobné kvili $patné¢ navolenému mnozstvi minimaliza¢nich kroki pro tento
simulacni krok (pfili§ malo). Volba ¢asu nejen pro produkéni simulaci, ale i pro

predchazejici kroky v simulaci, je tedy zasadni.

Analyzy byly provedeny pomoci programil, které jsou soucasti softwarového balicku

GROMACS.

4.1 Membrana

U lipidové membrany jsme analyzovaly dva jeji parametry — jeji hustotni profil a area

per lipid neboli plochu lipidu.
4.1.1 Hustotni profil

Analyzu hustotniho profilu lipidové membrany jsme provedly prostfednictvim programu
g_density*. Hustotni profil membrany nas informuje 0 tom, jakd je parcialni hustota

molekuly/¢astice v riznych oblastech simulaéniho boxu.

Hustotni profil program stanovil tak, ze vypocital rozmisténi vybranych skupin ¢astic,

S ohledem na jejich soutfadnice osy z, jako funkci vzdalenosti od stftedu membrany.



Nasledn¢ jsme zadaly vstupni soubory, coz byly: indexovy soubor, trajektorie, topologie
a simulacni detaily ve formdtu *.tpr. Po zadani vstupnich souboril a zvoleni skupin ¢astic
vyprodukuje vystupni data, jez jsou uloZena do souboru density.xvg. Tento typ souboru
mize byt otevien a data vném zpracovana samostatnym unixovym programem
Xmgrace. Xmgrace je program, ktery slouzi k tvorb¢ grafti a vizualizaci tabletovych dat.
My jsme vS8ak pro analyzu vyuZzily program Excel. Ziskana data jsme exportovaly a

vytvorily tfi grafy, pro jednotlivé modely vrstev tecek:

hustotni profil C3-amin
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Graf 1: graf hustotniho profilu v simulaci C3-amin. Hustota vrstvy tecky je pro
nazornost vyndasobena faktorem 20 (svétle modra)
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Graf 2:hustotni profil v simulaci C3-karboxyl. Hustota vrstvy tecky je pro ndzornost
vynasobena faktorem 20 (svétle modra)
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hustotni profil C4-amin
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Graf 3:hustotni profil vsimulaci C4-amin. Hustota vrstvy tecky je pro ndzornost
vynasobena faktorem 20 (svétle modra)

Grafy nam ukazuji, ze lipidova dvojvrstva je symetrickd. To jsme zjistily pomoci
oranzovych kiivek v grafech. Dal$i informaci ziskanou z grafli je dehydratované lipidové
jadro — lipidové ocasy vytvari silné¢ hydrofobni prostiedi. To nam fikaji Zluté kiivky.
Z grafli také vidime, Ze lipidy sahaji cca do 2 nm od stfedu membrany, tudiz tloustka

membrany je cca 4 nm.
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4.1.2 Plocha lipidu (area per lipid)

Plocha lipidu neboli area per lipid je oblast povrchu membrany, ktery odpovida velikosti
jednoho lipidu. Hodnota plochy lipidu zavisi na celkové plose membrany. Ziskdme ji
pomoci jiz zminéné simulace a naslednym spusténim programu g_energy®, a to tak, Ze
ji vypocitame z lateralni plochy simula¢niho boxu, tudiz soucinu délek stran boxu x a 'y,
a tu vydélime poctem lipidl v jedné vrstvé — v nasem piipadé tedy vydélime Cislem 64.
Plocha lipidu je snad nejvice pouzivanym strukturnim parametrem membrany
pouzivanym pro analyzu vypocetniho modelu systému. Ptesto je slozité experimentalné

ziskat konkrétni data. Ze ziskanych dat jsme vytvofily tii grafy (nize):

area per lipid ALC-0315
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Graf 4: plocha lipidu (APL) u systému s C3-amin
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Graf 5: plocha lipidu (APL) u systému s C3-karboxyl
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area per lipid C4-amin
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Graf 6: plocha lipidu (APL) u systému s C4-amin

Na grafech mizeme vidét narusty hodnot na zacatku simulaci. To ma za disledek
ekvilibrace systému po ptidani modelu vrstvy uhlikové te¢ky do simula¢niho boxu.
Potom byla jiz simulace stabilni a plocha pottebnd pro jeden lipid oscilovala kolem
sttedni hodnoty 1,18 nm? v soulaladu s ref. C. 51.

4.2 Systém membrana-vrstva uhlikové tecky

Po analyzach lipidové membrany, jsme pokracovaly s analyzami systémi membrana-
vrstva uhlikové tecka jako celku. Poslouzil nam k tomu program VMD® (Visual
Molecular Dynamics). VMD?® je molekularni vizualiza¢ni poitaGovy program uréeny
pro zobrazovani, modelovani, animaci a analyzu molekularné-dynamickych simulaci

velkych biomolekul. Vyuziva pfitom vestaveéné skriptovani a 3D grafiku.
4.2.1 Vizualizace simulace (VMD)

V programu VMD® jsme si jako prvni oteviely soubor center.gro. Abychom mohly
sledovat dynamickou simulaci, tedy pohyb systému membrana-model vrstvy uhlikové
teCky, musely jsme si do souboru ve formatu GRO nahrat jeSté soubor obsahujici
trajektorii. Ta byla obsazena v souboru center.xtc. Trajektorie se uspé$né nahrala a
mohly jsme pokracovat dal. Nasledn€ jsme v programu zvolili nabidku Graphics, kde se

nam zobrazila nabidka. Vybraly jsme volbu Representations, kde se nam zobrazily
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moznosti vizualizace simulace. Dale jsme zvolily podvolbu selection, kde jsme navolily

vizualizaci pouze systému membrana-vrstva uhlikové te¢ky bez vody.

Aby byl pohyb modelu vrstvy uhlikové tecky viditelngjsi a 1épe analyzovatelny, barvy
modelta vrstev byly zménény (viz. obrazky nize). V této kapitole budou nasledovat tii
série po Sesti az snimcich vyobrazujici dynamicky pohyb modelti vrstev uhlikovych
teCek. Prvni série bude zachycovat pohyb modelu C3-amin v prostoru s lipidovou
membranou, druhd série se zaméfi na zachyceni pohybli modelu C3-karboxyl a treti

modelu C4-amin.

32



Obrazek 9: série snimkii dynamického pohybu modelu vrstvy uhlikové tecky C3-amin

Ze snimku ziskanych z programu VMD® mtizeme vidét (Obrazek 9), jak model vrstvy
tecky C3-amin se nejprve pohyboval okolo membrany, difunduje ve vodném prostiedi
okolo a trvalo 28 ns, nez se k membran¢ ptiblizil. Jakmile se model k membrané dostal
blize, mizeme sledovat jak si ,,lehl* na jeji povrch. Mizeme pozorovat, Ze tam chvilku
,lezi“ a nasledné pronikd do membrany bez vétSich problémi a vypada to, ze je
s membranou kompatibilni. Zistava pak v oblasti lipidovych fetézct, coz je hydrofobni

¢ast membrany a je orientovan cca kolmo na povrch membrany.
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Obrazek 10: série snimkii vyobrazujici dynamicky pohyb modelu vrstvy uhlikové tecky C3-karboxyl
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V této sérii snimkt (Obrazek 10) mizeme pozorovat, jak modelu vrstvy uhlikové tecky
C3-karboxyl trva 35 ns se dostat do blizkosti membrany nez piedeslému modelu. Maji
stejnou velikost, naboj i procentualni pokryti jejich povrchu funkéni skupinou. Jediné,
¢im se odliSuji modely od sebe jsou funkéni skupiny na jejich povrchu. Modelu, ktery
ma na svém povrchu 30% zastoupeni amino- skupiny (Obrdzek 9) se podati dostat blize
k membrang, na jeji povrch a vné rychleji nez niZze vyobrazeny model s 30% karboxyl-

skupin na svém povrchu.
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Obrazek 11:série snimkit dynamického pohybu modelu vrstvy uhlikové tecky C4-amin

Posledni série snimkl (Obrazek 11) ndm ukazuje chovani modelu vrstvy uhlikové tecky
C4-amin. Tento model ma s dvéma piedeSlymi spoleény elektroneutralni naboj,
procentudlni pokryti povrchu funkénimi skupinami a s C3-amin sdili i funkéni skupinu
obséhlou na jiz zminénych 30% povrchu. Co tento model od dvou ptedeslych odlisuje je
jeho velikost. Na jedné své strané totiz obsahuje ¢tyfi benzenova jadra. Na snimcich si
mizeme vSimnout, Ze zatimco prvnim dvéma modelim trvalo n&jaky cas, nez se
ptiblizili k membrané a interagovali s ni, tak C4-amin trvalo 13 ns nez s membranou
interagoval. Vétsi vzdalenosti od membrany se objevuje na druhém snimku ze série,
avSak zahy se model vaze k membrané, pfilind k ni a nepozorujeme tendence pro zménu
poloh z jedné strany membrany na druhou jako pozorujeme u modeld C3-amin a C3-
karboxyl. Muze to mit za nasledek praveé velikost modelu C4-amin, jelikoz velikost

modelu je stejna, jako je tloustka lipidové membrany.
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4.2.1.1 Analyza vzdalenosti modelt vrstev uhlikové teCky od membrany

Abychom si byli jisti, ze simulace interpretujeme spravné, vytvofili jsme ke kazdé
molekularné-dynamické simulaci paralelné grafy. Data potfebna pro vytvoreni téchto
grafii jsme ziskali prostfednictvim programu g_distance*’, jez je soudasti softwarového
balicku GROMACS. Program nam vygeneroval soubor dat s nazvem distxyz.xvg.

Soubor dat distxyz.xvg nam umoznil vytvofit grafy (viz. nize).

vzdalenost s C3-amin

vzdalenost v ose z (nm)
o

0 50000 100000 150000 200000

cas (ps)

Graf 7: Zavislost vzdalenosti vrstvy uhlikové tecky C3-amin od stiedu membrany
promitnuté do osy z
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vzdalenost s C3-karboxyl
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Graf 8: Zavislost vzdalenosti vrstvy uhlikové tecky C3-karboxyl od stiedu membrany
promitnuté do osy z tecky

vzdalenost s C4-amin
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Graf 9: Zavislost vzddlenosti vrstvy uhlikové tecky C4-amin od stredu membrdny
promitnuté do osy z

Na prvnich dvou grafech mizeme pozorovat na zacatku viditelné odchylky
systému. To odkazuje na dva prvni systémy, jez namétené Casy, kdy se navazaly

na membranu byly: cca 18 ns (C3-amin) a cca 11 ns (C3-karboxyl). U posledniho
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modelu byl naméfeny ¢as navazani modelu vrstvy uhlikové tecky (C4-amin) cca
7 ns. Prvni graf ndm dava informaci o modelu vrstvy C3-amin, ktery vstupuje do
membrany a projde i sttedem membrany na jeji druhou stranu (Graf 7). Druhy
model (C3-karboxyl) ze zafatku vykazuje menS$i fluktuace, ale v prub&hu
simulace se zabuduje do jedné vrstvy membrany. Je tak porovnatelny
s poslednim modelem (C4-amin), jehoz graf ndm prezentuje interakci modelu
uhlikové teCky s ionizovatelnymi lipidy v jedné vrstvé membrany pouze

s malymi fluktuacemi.
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5 Zavér

V této praci jsme se zabyvaly simulacemi interakei tfi modela vrstev uhlikovych tecek
s ionizovatelnymi lipiy ALC-0315 ve formé lipidové membrany. Byly pouzity modely:
circumcoronen funkcionalizovany o amino- skupiny na 30% povrchu (C3-amin),
circumcoronen funkcionalizovany o karboxyl- skupiny na 30% povrchu vrstvy (C3-
karboxyl) a circumcircumcoronen funkcionalizovany o amino- skupiny také na 30%
povrchu vrstvy (C4-amin). VSechny tfi modely vrstev uhlikovych tecek se chovaly
znaéné podobné — nejprve difundovaly s vodou, nasledovalo piilehnuti k povrchu
membrany a pak vstup do membrany, kdy zlstaly v oblasti lipidovych fetézct
(hydrofobni vnitini ¢ast membrany) kolmo na plochu membrany a Vv této poloze
difunduji a v pribc¢hu simulace jiz membranu neopusti. Toto chovani jsme potvrdily
jak ze série snimkd, které jsme ziskaly prostiednictvim programu VMD®?, tak nasledné
z vypracovanych grafi. Model C3-amin vstupuje do membrany a projde skrz ni. Druhy
model vrstvy uhlikové tecky (C3-karboxyl) po pocateéni fluktuaci dolehl na lipidovou
membranu a nésledné se premistil dovniti dvojvrstvy, kde jiz zlstdva. Podobné se
choval model C4-amin, ktery se rychle piiblizil k membrang, pfilnul k jejimu povrchu
a nasledn¢ se premistil dovniti a nemél tendence se pohybovat na druhou stranu

membrany.

Provedené analyzy ndm predikovaly pozitivni interakce mezi uhlikovymi teCkami a
ionizovatelnymi lipidy. Obé skupiny molekul maji veliky potencial v medicing,
farmacii nebo buné&€ném zobrazovani. Po pravé probihajicich studiich a vyzkumech
vyuziti jednotlivych materidlii se miize vyzkum posunout timto smérem a bude se

zkoumat jejich kombinace.
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6 Summary

In this work, we dealt with simulations of interactions of three models of carbon dot
layers with ionizable lipid ALC-0315. Models which we used are: circumcoronen
functionalized with amino- groups on 30% of the surface (C3-amin), circumcoronen
functionalized with carboxyl- groups on 30% of the surface (C3-karboxyl) a
circumcircumcoronen functionalized with amino- groups on 30% of the surface (C4-
amin). All three models of carbon dot layers behaved very similarly — fisrtly, they
diffused with water, followed by adhesion to the membrane surface and then entered into
the membrane where they remained in the area of lipid chains perpendicular to the
membrane surface and this position they diffuse and did not leave the membrance during
the simulation. We confirmed this behavior from series of images, that we obtained
through the VMD program, and subsequently from the developer graphs. The C3-amin
model entered the membrane and then passed through it. The second model (C3-
karboxyl) after the initial fluctuation landed on the lipid membrane surface and then
moved inside it, where it already remains. The C4-amin model behaved similarly as C3-
karboxyl — quickly approached the membrane, adhered to its surface and then moved

inside it with no tendency to move to the other side of membrane.

The performer analyzes predicted interactions between carbon dots and ionizable lipids.
Both molecular groups have great potential in medicine, pharmacy or cellular imaging.
After ongoing studies and research into the use of both groups individualy, research can

move in this direction and study combination of these two molecular groups.
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8 Prilohy

v Hun parameiers

integrator = md

dt = @, gat

tinit = &

nsteps S e P I ns
s O omm = 1a

i Oubpul parameters

nstxout =@ i oevery 18 ps
s Dvoul = &

s tfoul = @

nstxtcout = 1oad i every I ps
nstenergy = S5

i Bond parameters
constraint_algorithm
constraints all-isomds
continuation yes i continuing +rom NPT
i Single-range culoff scheme
nstlist 5
ns_Lype grid
rlist 1.8
O Lomly 1.8
rwdind 1.8
i FME electrostatics parameters
Coul ombytype FME
fourierspacing @.12
fourier nx
Fourier ny
fourier nz
pme_order
ewald rtol
optimize T
; Berendsen Uemperature coupling is on in Uwo groups

Llincs

&

&

&

4
la-5
yes

TCowpl = Woge-MHooeer
Li_grps = Eystem

tau_t = 8.5 ; @.5
Fet U = 118 118

i Pressure coupling is on

Prowmpl = Parrinel lo-Rahman
proupltype = semiisotropic
Law_p = 1.8
compressibility = 4.5e-5 4,.5-5
ret_p = 1.8 1.@

refcoord_scaling = com
i Generate velocities is off

gen_wel = I
i Periodic boendary conditions are on in all directions
plac = WyZ

i Long-range dispersion correction
Displore = Enerfres



3 Run parameters

integrator = md

dat = @.882

tinit =@

nsteps = 122000202 3 288 ns
nstcomm = 18

3 Output parameters

nstxout =8 3 Bvery 18 ps
nstvout =@

nstfout =@

nstxtcout = 1888 3 every 2 ps
nstenergy = 588

3 Bond parameters

constraint_algorithm = lincs
constraints = @ll-bonds
continuaticon = Y¥Es 3 continuing from NPT
3 Single-range cutoff scheme
nstlist =5

ns_type = grid

rlist = 1.8

r-coulomb = 1.8

rvdw = 1.8

3 PME electrostatics parameters
coulombtype = PME
fourierspacing = 8.12

fourier_nx =8

fourier_ny =8

fourier_nz =8

pme_order = 4

ewald_rtol = 1e-5

optimize_f+t = YEs

3 Berendsen temperature coupling is on iIn two groups

Tcoupl = Nose-Hoover

tc_grps = System

tau_t = 8.5 ; 8.5

ref t = 318 ; 318

3 Pressure coupling is on

Pcoupl = Parrinelloc-Rahman
pcoupliype = semiisctropic
tau_p = 1.8
compressibility = 4.5e-5 4.5e-5
ref_p = 1.8 1.8

refcoord_scaling = com

3 Generate velocities is off

gen_vel = N

3 Perlodic boundary conditions are on In all directions
pbc = ¥¥Z

3 Long-range dispersion correction

nisnCnrr = FnerPres
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3 Run parameters

integrator = md

dt = g.8g2

tinit =8

nsteps = 122222228 3 282 ns
nstcomm = 18

3 Output parameters

nstxout = 8 3 oevery 18 ps
nstvout =2

nstfout =2

nstxtcout = 1888 3 Bvery 2 ps
nstenergy = 588

; Bond parameters
constraint_algorithm = lincs
constraints = @all-bonds
continuation = YBS 3 continuing from NPT
3 S5ingle-range cutoff scheme
nstlist =5

ns_type = grid

rlist = 1.8

r-Ccoulomb = 1.8

rydw = 1.8

3 PME electrostatics parameters
coulombiype = PME
fourierspacing = .12

fourler_nx = g

fourier_ny = B8

fourier_nz =@

pme_order = 4

ewald_rtol = 1e-5

optimize fft = YES

3 Berendsen temperature coupling is on in two groups
Tooupl = NOse-Hoover

tc_grps = System

tau_t = 8.5 ; 8.5

ref_t = 318 ; 318

3 Pressure coupling is on

Pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau_p = 1.8
compressibility = 4.5e-5 4.5e-5
ref_p = 1.8 1.8

refcoord_scaling = com

3 Generate velocities 1s off

gen_vel = Nd

3 Periocdic boundary conditieons are on in all directions
pbc = ¥yZ

3 Long-range dispersion correction

DispCorr = EnerPres
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