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1 Uvop

V dnesni dobé jsou systémy obsahujici ribonukleovou kyselinu (RNA, ribonucleic
acids) a lipidy ve stiedu pozornosti jak teoretické, tak experimentalni chemie. RNA se
ukazuje jako Zivotné dulezita biomolekula plnici v organismu fadu dilezZitych funkei.
V posledni dobé€ se ukazalo, Ze by se RNA, presnéji mRNA (messenger RNA) ¢i siRNA
(small interfering RNA) mohly vyuZivat jako 1é¢ivo na mnoho zavaznych
dopravovani do prislusnych bunék. Jednou z alternativ dorucovani se ukazaly byt
tzv. lipidové nanocastice LNP (z angl. lipid nanoparticles, LNPs), které se skladaji
zvice typu lipidi obalujici RNA tak, aby zabranily jeji degradaci cestou na misto
urceni. Doposud publikované prace zkoumajici chovani RNA a LNP probihaly
na drovni experimentalni (NMR techniky, kryo-elektronova mikroskopie apod.)
[1][2][3][4] i teoretické (MD simulace) [5][6][7] chemie. V soucasnosti je snaha
o vylepsovani komponent stavajicich LNP. [8] Studie zabyvajici se molekularné
dynamickymi (MD) simulacemi lipidovych nanocastic, tedy systémi obsahujici tisice
lipidd, se simuluji primarné vtzv. hrubozrnném rozliseni, kde je vice atomu
reprezentovano jednou castici. Ackoliv toto rozliSeni umozZnuje diky svému
zjednoduseni studovat chovani celé lipidové nanocastice, je nezbytné popsat i chovani

v atomarnim rozliSeni.

Jedna z nejaktualnéjsich teoretickych praci studovala chovani LNP, jejichz slozeni
bylo podobné slozeni LNP pouzitych pfi boji proti onemocnéni COVID-19 nejen
v hrubozrnném, ale také atoméarnim rozliSeni. V ptipadé hrubozrnné simulace byly
studovany systémy obsahuji az 4000 lipidd a v pripadé atomarniho rozliSeni se
jednalo o simulace s 400 lipidy. [9] Tento pripad krasné demonstruje omezeni dané
atomarnim rozliSenim. I kdyZ atomarni rozliSeni poskytuje velice cenné poznatky, se
soucasnou vypocetni technikou nejsme schopni studovat chovani systému dostateéné

velkych na to, aby se velikost alespon blizila velikosti lipidové nanocastice.

Cilem této bakalarské prace bylo pomoci principii molekulové dynamiky sestavit
nékolik simulac¢nich systémi pro zkoumani vlivii molekul lipidi na kratkou sekvenci
RNA. Nasim cilem bylo urcit, zda a jakym zptisobem spolu lipidy a RNA interaguji a
jak se vzajemné€ ovliviiuji. Zastupcem RNA zde byla kratkA GNRA smycka.
Ztad lipidu byly vybrany lipidy, které se bézné pouZivaji v LNP, tedy ionizovatelné
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lipidy a lipidy bézné se vyskytujici v téle, fosfolipidy a cholesterol. Nejdiive byly
vytvareny systémy obsahujici RNA a jeden druh lipidu, a to ve tiech velikostech —
obsahujici vSechny ze zminénych lipidi, vpomeérovém zastoupeni podobnym
lipidovym nanocasticim. Zde byly vytvoreny dvé velikosti systémi, a to se 30 a 60
lipidy. AZ u 60 lipidovych systému byla struktura systému caste¢né podobna LNP,
nedochazelo v$ak k obaleni molekuly RNA lipidy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové kyseliny (NK) jsou spolu slipidy, sacharidy a bilkovinami jednou
z nepostradatelnych tifid biomolekul. Jsou dvojiho typu — DNA (deoxyribonukleova
kyselina, deoxyribonucleic acid) a RNA (ribonukleova kyselina, ribonucleic acid).
Ackoliv se jedna o podobné molekuly, rozdily, kterymi oplyvaji, maji dilezity vliv
na jejich funkce vorganismech. Nukleové kyseliny se skladaji ze tfi komponent:
péticlenného monosacharidu, fosfatu (esterifikovana kyselina fosforeéna) a nukleové
baze. Monosacharidy a fosfaty tvori dohromady pater nukleové kyseliny.
Obé uvedené nukleové kyseliny se vziajemné liSi svou strukturou. Patef RNA je
tvorena sacharidem ribozou, zatimco patef DNA je tvorena 2’ -deoxyribozou, ktera
na uhliku C2” neméa navazanou hydroxylovou skupinu. Nukleové baze jsou odvozeny
od heterocyklickych slouc¢enin purinu a pyrimidinu. Purin se sklada z kondenzované
spojeného pyrimidinového a imidazolového kruhu a jsou od n€j odvozeny dvé baze,
tedy adenin (A) a guanin (G). Pyrimidin je Sesti¢lenny kruh, od kterého jsou odvozeny
celkem tfi baze — thymin (T), uracil (U) a cytosin (C). V DNA se vyskytuji baze

adenin, guanin, cytosin a thymin, zatimco v RNA je thymin nahrazen uracilem.

Jednotlivé atomy tvorici strukturu nukleovych kyselin, maji pevné stanoveny fad pro
jejich cislovani. Atomy uhlikii a dusikii v nukleovych bazich se oznacuji béznymi
arabskymi ¢islicemi (1, 2, 3, ...), zatimco pfi popisu polohy atomt@ na péticlenném
kruhu jsou pouzivany ¢islice s ¢arou (17,27, 37, ...). V bézné literature je mozné setkat
se spojmem nukleosid, coZ oznacuje strukturu skladajici se zpurinové C¢i
pyrimidinové baze, ktera je pripojena N-glykosidovou vazbou na C1°
ribozy/2”-deoxyrib6zy. Nukleotidy jsou fosfatové estery prislusnych nukleosidd.
Jednotlivé nukleotidy se nasledné vzajemné poji pomoci fosfodiesterovych vazeb
mezi 3" -hydroxylovou skupinou jednoho nukleosidu a 5”-hydroxylovou skupinou
nasledujiciho nukleosidu. Je tedy ziejmé, Ze vzniklé konce tohoto libovolné dlouhého
fetézce nebudou shodné. Jeden konec bude mit volnou 5 -hydroxylovou skupinu,
zatimco druhy konec bude mit volnou 3’-hydroxylovou skupinu. Praveé diky
rozdilnosti téchto koncii oznacujeme jednotlivé konce jako 5°-konec a 3”-konec.
Toto oznaceni je klicové pro popis vSech syntéz nukleovych kyselin, které probihaji

od 5" -konce po 3" -konec. V tomto sméru je také ¢tena geneticka informace, coz je
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zjednodusen€ feceno navod pro tvorbu proteinti. VySe zminéné informace jsou

graficky shrnuty v niZe ptilozeném obrazku (Obrazek 1).
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Obrazek 1 Prehled purinovych a pyrimidinovych bazi a jejich ¢islovani, popis struktury nukleotidu a kratkého
retézce RNA na kterém je zndroznéna cukr-fosfatova pater, 5°-konec a 3 “-konec a smér ¢tent retézce.

Absence hydroxylové skupiny na C2” ribézy v DNA zapficinuje, ze DNA je stabilnéjsi
nez RNA. Tato dilezita vlastnost je zapri¢inéna skutecnosti, Ze DNA je nositelkou
genetické informace a musi byt tedy co nejvice chranéna pied jakymkoliv narusenim
své struktury ptisobenim vnéjsich vlivii. Divodem, proc¢ se v DNA vyskytuje thymin, a
ne uracil je, Ze uracil je velice nestabilni a muZe téZ vznikat deaminaci cytosinu,
ktery je mu strukturné podobny. Thymin méa vsak na C5 navazanou methylovou
skupinu, ktera tento problém eliminuje. Dalsi viditelnou odlisnosti téchto biomolekul
je délka jejich fetézcti — DNA se vyskytuje ve formé dvousroubovice a ma obecné delsi

fetézec v porovnani s RNA. Pritomnost druhého vlakna vede k vyssi stabilizaci DNA a
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zaroven je mozné toto druhé vlakno pouzit v pfipadé poruseni prvniho vlakna jako

predlohu pro dotvoreni porusené ¢asti.

Nukleové baze jsou mezi sebou komplementarni. To znamena, 7Ze se mohou
pomoci vodikovych vazeb parovat s jinymi, pro sebe komplementarnimi dusikatymi
bazemi. Vidy se paruje purinova baze s pyrimidinovou, tedy adenin s uracilem
(v pripadé DNA sthyminem) a cytosin s guaninem. Adenin s uracilem/thyminem
jsou vazany pomoci dvou vodikovych vazeb a cytosin s guaninem pomoci tii
vodikovych vazeb. Vazba mezi cytosinem a guaninem je tedy stabilnéjsi. Tento zptisob
parovani se oznacuje jako Watson-Crickovsky (WC) nebo téZ kanonicky a
prevazuje hlavné ve struktufe DNA. Dale existuje i nekanonické tzv. non-Watson-
Crickovské (non-WC) parovani, pomoci jinych nezZ Watson-Crickovskych hran
bazi. Toto parovani bylo popsano diky dikladnému zkoumani krystalografickych
struktur RNA pomoci experimentii se stfednim i vysokym rozliSenim. Zjisténé
interakce byly nasledn€ rozd€leny na zakladé hran nukleovych bazi. Kazda z téchto
hran (Obrazek 2) obsahuje atomy, které mohou byt donory nebo akceptory
vodikovych vazeb. Non-Watson-Crickovské parovani zahrnuje, na rozdil
od Watson-Crickovského parovani bazi, i parovani mezi bazemi purin-purin ¢i

pyrimidin-pyrimidin. [10]

WatsonCrickovska hrana

PRO PURINOVE BAZE PRO PYRIMIDINOVE BAZE

Obrazek 2 Ukdazka nukleotidil s purinovou a pyrimidinovou bazi, na kterijch jsou zobrazeny Watson-Crickovské
a Hoogsteenovi hrany, které rozdéluji parovant bazi na kanonické a nekanonické. Nukleové baze jsou dislovany.
Inspirovano z [10].

RNA jsou ve veétsiné pripadid jednovlaknové struktury. MuZe vsSak dochazet
ke skladani tohoto jediného polynukleotidového vldkna do dvousroubovic, vlasenek ¢i

jinych motivi. Tyto motivy jsou podrobnéji popsany v kapitole 2.2 Struktura RNA.
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2.1.1 PATER RNA

Pater RNA se sklada ze dvou komponent — ribozy a fosfatu. Uréuje mechanické
vlastnosti polynukleotidi a je zakladnim stavebnim kamenem nukleovych kyselin.
Je popisovana torznimi uhly. Torzni Ghly jsou definovany ¢tyfmi navzajem
spojenymi atomy. Toto spojeni je postupné, tedy atom A je spojen s atomem B, ktery
je spojen s atomem C a ten je spojen s atomem D. Tyto ¢étyfi body tak tvori dve roviny:
ABC a BCD. Torzni thel je definovan jako tihel mezi témito dvéma vytyéenymi
rovinami. Patef RNA je charakterizovina pomoci torznich ahla alfa (a), beta (),
gama (y), delta (8), epsilon (g) a zéta () (Obrazek 3). Navic se definuje thel chi (),

ktery souvisi s glykosidickou vazbou, tedy vazbou mezi cukrem a bazi.

@..03_,— P,— 05, — C5,

g B..P,— 05— C5'; — C4';
thel beta . 1sik
- cdsfor Y. 05’1' - CS’E - C4li - 63’5
sl §..C5' — C4; — €3, — 03
hiik

£..C4— C3,— 03— P,

{..C3— 03— Py — 05144

tihel gama

Ghel delta tihel zéta

tihel epsilon

Obrazek 3 Panel A zndzornuje strukturu GAGA tetraloopu, na které jsou barevné vyznadeny jednotlivé torzni
thly charakterizujici pater RNA. Panel B predstavuje vypis atomil, ze kterych je danij torzni tthel sloZen. Torzni
thly jsou vzajemné provazany tak, Ze druhiy atom jednoho torzniho ithlu je prvnim atomem ndsledujiciho
torzntho thlu. Dolni indexy ,i“ znadi jednotlivd rezidua (nukleotidy). Tedy iithel a potrebuje atom z
predchazejictho rezidua. Pro lepsi ndzornost je mozné torzni tthly vysvétlit na strukture obsahujici osm rezidui.
V tomto pripadé neni mozné zmérit tthel a pro pruni reziduum. Také neni mozné definovat tthel € a { pro osmé
reziduum, protoze bychom potrebovali atomy z devatého rezidua.

2.1.2 GLYKOSIDICKY TORZNIi UHEL

Glykosidicky torzni thel je thel, ktery svira vazba mezi molekulou sacharidu
(v nasem pripadé ribozy) a nukleové baze. Tato vazba vznika mezi uhlikem C1°
na riboze a dusikem nukleové baze. V ptipad€ purinovych bazi se jedna o dusik N9,
v ptipad€ pyrimidinovych bazi o dusik N1 (Obrazek 4). Pfesny nazev této vazby je

B-N-glykosidicka vazba, a pravé rotaci kolem této vazby popisuje torzni thel chi ().
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Tento torzni dhel je tedy definovan ¢tyfmi atomy (vzdy mezi dvéma atomy ribozy a

dvéma atomy baze).

cytosin adenin
(pyrimidinova baze) (purinova baze)
NHz NHz
NHz NH2
=
N0 T TS
N o o ‘r\‘r \N’/\H L\N *N/

HO_SE#I o o] Hoki? Ho_l@

OH H OH OH OH OH OH

anti syn anti syn

04 — c1' — N1— €2 (pro pyrimidinové hize)
04 — ¢c1'— N9— 4 (pro purinové baze)

Obrazek 4 Panel A ukazkuje konformace tthlu pro oba typy nukleovich bazi (purinového a pyrimidinového
typu) s barevné vyznacenou [-N-glykosidickou vazbou. Panel B hodnoty tihlu x, kterjjch miiZe tento iihel
nabyjvat rozdéleny podle typu nukleové baze. Prevzato z [11]

Pro tento tthel mohou nastat dvé orientace. Prvni nastava, kdyz je baze otocena
smeérem od cukru, tedy tzv. anti konformace, druhym ptipadem je, kdyz je baze
otoc¢ena bliZe k cukru, tedy tzv. syn konformace. Nejcast€jsi konformaci nukleotidu
pro RNA je anti konformace. Méné cCasta je pak konformace syn. Syn konformace

poskytuje kompaktn€jsi formu nukleotidu, bohuzel ma vsSak vys$si energii, coz je

divodem, proc je tato forma vzacnéjsi.[12]

2.1.3 KONFORMACE CUKRU

Hydroxylova skupina na C2° uhliku ribézy je zasadni pro tvorbu intra a
intermolekularnich interakei. Mize byt jak donorem, tak i akceptorem elektront pii
tvorbé vodikového miistku. To vSak neni jediné, ¢im je pritomnost ¢i absence této
skupiny dulezita. Pritomnost hydroxylové skupiny zvysuje reaktivitu RNA a tim i jeji
nestabilitu v porovnani s DNA. Navic, zde také dochazi k ovlivnéni konformace celého
péticlenného kruhu sacharidu rib6zy. Tento péti¢lenny kruh neni rovinnym ttvarem,
a to ani u DNA, a dochazi u n€j k vychylovani cyklu mimo rovinu (sugar puckering).
Toto vychyleni snizuje celkové napéti kruhu a nasledné vede ke vzniku stabilnéjsi

konformace.

Konformace cukru je tedy velice dilezitou proménnou nabyvajici jinych hodnot
pro DNA a RNA. To je zaprFi¢inéno praveé zminénou OH skupinou na druhém uhliku
ribozy. Celkova konformace cukru je dana péti endocyklickymi torznimi thly, které se
kombinuji do tzv. pseudorotaéniho thlu (znaceno P). Tento thel umozZiiuje popis
vSech konformacnich Uhld pomoci jedné hodnoty. Ve struktufe RNA duplexu

(dvousroubovice) prevladaji C2°endo (P mezi 144° az 180° nazyvana jako
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S konformace) a C3"endo (P mezi 0°az 36°, nazyvana jako N konformace). Zasadni
vliv ma pravé jiz zminéna hydroxylova skupina na atomu C2°. Pokud se zde tato
skupina  vyskytuje (tedy v pripadé RNA), dochazi kinterakci mezi
2" hydroxylem a O3°, které vedou k N konformaci. V pripadé DNA je
uprednostriovana S konformace. Konformace cukru je vSak dynamicka veli¢ina a

v pribéhu simulace miize dochéazet k prechodu mezi N a S konformacemi.[13]

2.1.4 HELIKALNI PARAMETRY PARU BAZi
Tyto parametry pojednavaji o vzajemném trojrozmeérném usporadani part bazi.
Cukr-fosfatova pater nukleovych kyselin, kterA ma iontovy charakter, zapricinuje,
Zze nukleové kyseliny jsou velice citlivé na zménu prostiedi, mize tedy dochazet
ke zménam jejich konformacnich stavii. Idealni par bazi je takovy, ktery je planarni.
Pri definovani konformaci je tfeba urcit zakladni systém, tzv. koordina¢ni ramec
(angl. coordinate frame), pomoci néhoz se vSechny koordinaty popisuji.
Ten zjednodusuje strukturu baze do tvaru desticky. Nejdiive je nutné si vSechny
parametry rozdélit do zakladnich skupin, tedy pohyby bazi v paru viéi sobé,
pohyby paru vaci ose a pohyby dvou pater viaci sobé. BohuZel se
pro pojmenovavani téchto parametrt vyuzivaji primarné jejich anglické nazvy. Ceské
prreklady jsou uvedeny jen pro tplnost a jen v pripadech, Ze byl pteklad proveditelny

(Obrazek 5). Do prvni skupiny, tedy do pohybt bazi v paru viici sobé, zarazujeme Sest

parametri. Pohyby bazi se porovnavaji vii¢i osam (X, y a z), jedna se o tfi zastupce
rotacnich pohybt (buckle, propeller a opening) a tti zastupce transla¢nich pohybi

(shear, strech a stagger). Do druhé skupiny, tedy pohybu celého paru po osach, patii

¢tyri parametry (x-displacement, y-displacement, inclination a tip). Posledni skupinu
pohybu dvou pater vii¢i sobé tvori opét tii rotacni pohyby (tilt, roll a twist) a tti
transla¢ni pohyby (shift, slide a rise). [14], [15]
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Obrazek 5 Zndazornéni parametrii pari bazi (prevzato a upraveno z [15])

2.2 STRUKTURA RNA

U RNA definujeme étyfi arovné struktury — primarni, sekundarni, terciarni a
kvartérni. Primarni struktura je dana poradim nukleotidi v polynukleotidovém
Fetézci. Sekundarni struktura urcuje prostorové vztahy mezi sousednimi nebo
blizkymi nukleovymi bazemi. Terciarni struktura popisuje strukturu atomt a molekul
ve 3D prostoru a kvartérni struktura popisuje jeji interakce s jinou RNA ¢i dalSimi

strukturami.

Sekundarni struktura funguje jako kontrolni systém pred vytvofenim
trojrozmérné struktury. Jedna se o kliovou uroven organizace pro pochopeni

funkénich mechanismi. Experimentalné byva pro jednotlivé systémy potvrzovana a
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prozkouméavana pomoci rentgenové difrakce, nuklearni magnetické rezonance c¢i
kryo-elektronové mikroskopie.[16] Pro predpoved sekundarni struktury bylo
stanoveno mnoho technik at uz zaloZenych na experimentu ¢i teorii. My si zde
na ukazku mizeme predstavit tfi teoretické techniky zaloZené na matematice a
vypocetni technice. Prvni ze zminénych metod, jak zkoumat sekundarni strukturu,
je graficky postup. Dalsim zpiisobem miuzZe byt vypoc¢itani minimalni volné energie,
tedy za pomoci termodynamickych zakonu. Tfeti zuvedenych moznosti vyuziva

fylogenezi.[17]

sparovana fast
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Obrazek 6 Ukdzka zdkladnich sekunddrnich struktur RNA, kdy komplementarni par vznikd mezi purinovou a
pyrimidinovou bazi. Jeden zkomplementarnich parit je tvoren cervenymi a druhy zelenymi kulickami
symbolizujict zde dusikaté baze.

Pokud bychom vzali jedno dlouhé vlakno RNA, které podléha skladani pro dosazeni
vyssi stability, mohlo by na ném vzniknout mnoho zajimavych struktur. Pro vétSinu
z téchto struktur jsou uz v dnesni dobé zcela bézné spise anglické vyrazy, proto v této
praci budou uvadény jak ceské vyrazy, tak jejich anglické ekvivalenty. Mezi ty
nejbéznéji se vyskytujici struktury patti napriklad vlasenkové smycky (angl. hairpin
loops), ty se dale pojmenovavaji podle pocétu volnych bazi, vnitini smycky
(angl. internal loops), vypouklé smycky (angl. bulge loops) a mnohé dalsi. Tyto
struktury jsou prehledné zobrazeny na vyse priloZeném obrazku (Obrazek 6). Podle
tohoto obrazku je mozné doptedu odhadnout, jak dané struktury popsat a umeét je
najit i v jinych strukturach. Vlasenkové smycky pozname podle toho, Ze jsou uzavieny

jednim parem bazi, a tudiZz nejmensi moZzna vlasenkova smycka obsahuje tfi
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nukleotidy. Sparované c¢asti (neboli stem) jsou atvary, které jsou dany dvéma a vice
po sob€ jdoucimi pary bazi, které mezi sebou interaguji patrovymi interakcemi.
Vnitini smycka je atvar, kdy jsou dva pary bazi od sebe odd€leny jednou ¢i vice
neparovymi bazemi na obou stranach, zatimco u vypouklé smycky je tomu tak pouze

na jedné strané. [18]

Pro tuto praci je dilezity pojem GNRA tetraloop. Tato smycka (loop) uzavira A-formu
dvousroubovice. UZ z nazvu tetraloop vyplyva, Ze se zde vyskytuji ¢tyii dusikaté baze
(sparované pomoci non-WC parovani) ve smycce a jejich presnéjsi identifikace je
GAGA. Tato identifikace se provadi podle druhu bazi tvoricich smycku
(guanin — adenin — guanin — adenin). Sekvence nukleotidd se v tetraloopu ¢asto
opakuji, proto dochazi k zobecnovani téchto sekvenci. Mezi ty nejznamejsi sekvence
muzZeme povazovat GNRA a UNCG, kde pismeno R znadci, Ze se zde vyskytuje adenin

nebo guanin (tedy purinové baze), pismeno N zase znaci libovolnou bazi. [19]

Terciarni struktura RNA je charakterizovana jako trojrozmérné usporadani RNA.
Terciarni strukturu lze experimentalné uréit za pomoci NMR technik, rentgenové
krystalografie a chemické genetiky. Skladani RNA do terciarni struktury je
komplikovano mnoha aspekty jako je napiiklad to, Ze polymer je zaporn€ nabity,
takZze ptri skladani vznikaji velké elektrostatické potencialy, které musi byt
neutralizovany interakcemi s opa¢né nabitymi ionty. Dalsi velkou nevyhodou mitze
byt i velka stabilita sekundarni struktury, ktera miiZe pravé svou stabilitou branit
sestavovani terciarni struktury. Na druhou stranu existuje mnoho faktord,
které ulehc¢uji skladani terciarni struktury. Mezi takové patti napriklad horecnaty ion,

ktery slouzi k prekonéavani elektrostatickych bariér. [20]

2.3 LirPiDY

Lipidy jsou zna¢né rozmanitou a nestejnorodou skupinou prirozené se vyskytujicich
latek jak rostlinného, tak zivociSného ptvodu. Pro ukazku rozmanitosti skupiny
muizZeme zminit jen nékteré lipidové druhy (tridy), které pojem lipidy zahrnuje.
Patii sem mastné kyseliny, triacylglyceroly, alkoholy s dlouhym fetézcem, vosky,
sfingoidy, glykolipidy, fosfolipidy, sfingolipidy, isoprenoidy a spousta dalsich.
Lipidy maji fadu dtlezitych funkei, mezi které patti i to, Ze jsou soucasti biologickych
membran, funguji jako zasobarny energie, vytvareji izolac¢ni bariéru ¢i ochranny obal

organismi. Velice dileZitou charakteristikou pro lipidy vyskytujici se v biologickych
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membranach je tzv. amfipaticka struktura. Znameni to, Ze obsahuji jak
hydrofobni (nerozpustnou ve vode€), tak hydrofilni (rozpustnou ve vodé) cast
struktury. Hydrofobni ¢asti byva vetSinou dlouhy uhlovodikovy fetézec, prevazné
ester mastné kyseliny. Hydrofilni ¢ast tvori tzv. hlavovou ¢ast lipidu, ktera je polarni a
obsahuje ¢asto nabité skupiny. Je to prave amfipaticka struktura, ktera je kli¢ova pro
vznik lipidové membrany. Pfi vytvareni membrany se tyto dvé casti formuji tak,
aby hydrofilni ¢asti sméfovaly ven do vodného prostiedi, zatimco hydrofobni

smeérovaly k sobé (Obrazek 7).

polarni ¢ast
nepolarni ¢ast

polarni ¢ast

micela fosfolipidova dvojvrstva

Obrazek 7 Ukdazka usporadani amfifilnich lipidi — polarni dast (oranzovad), nepolarni éast (Zluta), polarni
prostredi (modré). Amfifilni lipidy se mohou usporddat bud’ do lipidové dvojurstvy (na obrdazku primo zminéna
fosfolipidové dvojurstva tvorend fosfolipidy, které maji amfifilni charakter) ¢i do micely.

Lipidova dvojvrstva je zakladem bunééné membranové struktury. MiZeme ji
pozorovat pomoci elektronové mikroskopie, k detailn€jsimu zkoumani je ovSem
zapotfebi technik jako rentgenova difrakce ¢i kryo-elektronova mikroskopie.
Vznik dvojvrstvy je umoznén tvarem lipidovych molekul a jejich amfifilnimi
vlastnostmi. Nejhojn€ji se vyskytujicimi lipidy vbunéénych membranach jsou
fosfolipidy, dale se vSak mohou vyskytovat i sfingolipidy a mnohé dalsi. [21]
Bunééné membrany obecné hraji pro Zivot klicovou roli. Skladaji se z rtznych
bilkovin, proteinovych komplexi ¢ sacharidi, které jsou zabudovany v membrané
dvojvrstevné struktury slozené z vice nez stovek typi lipidd. Rzné membrany se
svym slozenim lisi, naptiklad nadorové bunky maji lipidické slozeni odli$né od jejich
zdravych protéjska. Lipidové sloZeni ovliviiuje fluiditu a viskoelastické vlastnosti
membrany, coZ zptsobuje zmény funkce proteinti, bunééného déleni a bunéc¢nou

migraci. [22]

Pro wvznik lipidovych struktur je stéZejni tvar samotné lipidové molekuly,

ktery predikuje, k jakému usporadani lipidd bude dochazet, respektive jaky bude

18



vysledny tvar téchto lipidovych struktur.[23] Fosfolipidy fosfatidylcholin (PC) maji
spise cylindricky tvar, ktery umoziuje vznik velice symetrickych a pravidelnych
fosfolipidovych dvojvrstev, zatimco fosfolipidy fosfatidylethanolamin (PE) ma
obracené konicky tvar, zapri¢inény jejich negativnim zakiivenim. Obracené konické
tvary umoznuji vznik kubickych nebo hexagonalnich struktur druhého typu, kde jsou
nabité polarni hlavy sméfovany smeérem dovniti a hydrofobni konce smérem ven.
Takovy tvar maji i ionizovatelné lipidy zasluhou jejich rozvétvenych fetézct
(v pripadé ALC-0315 jsou zde ¢tyri uhlovodikové fetézce, v pripadé SM-102 tii
uhlovodikové retézce). Pokud ma lipid konicky tvar, tedy velkou hlavu a maly objem
ocasli, vytvari hexagonalni strukturu prvniho typu, kdy jsou hydrofobni fetézce
orientovany smeérem dovniti a nabité hlavy smeérem ven. Velikost hlavy lipidu je
ovliviiovana jejim nabojem, tedy kladn€ nabité hlavové éasti molekuly lipidi vedou
spise ke konickému tvaru, zatimco zaporné€ nabité hlavy spéji k obracene konickému

tvaru lipidu. Tvar molekuly je téz predikovan nasycenosti alifatickych retézct. [24]
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Obrazek 8 Vijdet tvaril lipidovijch molekul, pojmenovanych podle geometrickijch ttvarii, do kterych se daji
vepsat.

Pro lipidové faze plati, Ze lipidy tvorici dvojvrstvy se snazi o jistou prostorovou
usporadanost. Tyto lipid-lipid interakce mohou byt rozde€leny do tfi zakladnich
skupin (stavi). Toto rozd€leni bylo umoznéno pomoci parametrii usporadanosti
acylovych fetézci a translaéniho diftzniho koeficientu. Prvnim stavem je

dvoudimenzionidlni neusporadana kapalina (angl. liquid-crystaline ¢i
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liquid-disordered). Tento stav se vyznacuje svou neusporadanosti. Druhym moZnym
stavem je pevny gel (angl. solid gel), ktery svou vnitini usporadanosti muze
pripominat Kkrystalovou mfizku v pevnych latkach. Treti stav, usporadana
kapalina (angl. liquid-ordered), je jakousi kombinaci predchéazejicich. [25]
Struktura lipidové dvojvrstvy je studovana jiz cela 1éta a nejbé€znéji se v prirodé
vyskytujicim stavem je neusporadana Kkapalina (liquid-disordered), ktera je
charakterizovana vysokou pohyblivosti lipidd v roviné membrany. Pokud se snizi
teplota, dostaneme se na fazové rozhrani a do stavu tzv. gelu. V tomto stavu jsou
molekuly usporadan€jsi a méné pohyblivé. [26] V této praci se vyskytuji lipidy,
které nabyvaji jak usporadané (solid gel), tak neusporadané (liguid-disordered)
struktury (Obrazek 9).

A

Obrazek 9 Ukazka organizovanosti lipidit u dvou systémii studovanych v ramci této prdace. A) systém obsahuje
20 ionizovatelnyjch lipidit AL-0315, B) systém se sklada z 20 fosfolipidit DSPC. Jiz na pruni pohled jde vidét
rozdil ve strukture seskupenych lipidii. Nasycené fosfolipidy s dlouhymi Fetézci jsou znamé svou
organizovanosti, fosfolipidy také tvori nejéastéji lipidové dvojurstvy diky svému valcovitému tvaru.

2.3.1 FOSFOLIPIDY
Fosfolipidy jsou skupinou lipidd, skladajici se z glycerolu, fosfatové skupiny a dvou
mastnych kyselin. Tato fosfatova skupinu predstavuje hydrofobni ¢ast struktury a je
tvorena dvéma uhlovodikovymi ftetézci, které jsou esterovou vazbou navazany
na glycerol do pozice sn-1 a sn-2. Fosfat je navazan do pozice sn-3 a ma
pii fyziologickém pH zaporny naboj. Casto dochazi k navazani dalsitho alkoholu
na fosfat a vzniku dalsich typua fosfolipidi. Takovymi skupinami jsou nap¥. cholin,
ethanolamin, glycerol ¢i serin. Fosfatidylcholin (PC) je jednim z nejbéZznéjsich
fosfolipidi obsazenych v bunéénych membranach. Obsahuje kvartérni amin,
ktery nese kladny naboj. Jelikoz pii fyziologickém pH ma kladné nabitou (kvartérni

amin) i zaporné nabitou (fosfat) skupinu, hlavova ¢ast tohoto lipidu je zwitteriontova.
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Jako celek hlavova ¢éast tohoto lipidu nenese zadny néaboj, pouze je vysoce polarni.
Fosfatidylethanolamin (PE) je téZ velice znamym zastupcem fosfolipidd,
vyskytujicich se vbunéénych membranach. Obsahuje volnou aminoskupinu,
ktera byva deprotonizovana pii vysokém pH (v oblasti pH 9 az 10). Jelikoz
za fyziologického pH je zde téZ kladna (volna aminoskupina) a zaporna (fosfat) ¢ast,

opét tento lipid jako celek nenese Zadny naboj, ale je téZ polarni. [27]

V této praci bylo pracovano se strukturami DSPC a DSPE (Obrazek 10). DSPC je
zkratka pro 1,2-disteroyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin, ktery patii mezi zastupce
fosfatidylcholinG. Tento lipid se prirozené vyskytuje v bunééné membraneé a byva
pouzivan pravé pri pripravach lipidovych nanocastic. Je velice stabilni a netoxicky.
DSPE je zkratkou ©pro 1,2-disteroyl-sn-glycero-3-fosfatidylethanolamin.
Spolu s DSPC se pouzivad v simulacich, pfi kterych je vytvarena fosfolipidové
dvojvrstva. [28]
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Obrazek 10 Chemicka struktura a 3D vizualizace fosfolipidit DSPC a DSPE pouZivanich v této prdci.

2.3.2 IONIZOVATELNE LIPIDY
Kationtové (cationic lipids) a ionizovatelné lipidy (ionizable lipids) patii mezi
amfifilni lipidy, které maji uplatnéni v Siroké skale farmaceutickych aplikaci.
Jejich nejvétsi vyhodou je jejich prirozena tvorba lipofilnich komplexi s aniontovymi
terapeutickymi latkami, jako jsou nukleové kyseliny, malé aniontové molekuly,
peptidy, proteiny a dalsi. Tvorba téchto komplexti pak vyrazné zlepsuje propustnost
terapeutickych latek bunéénymi membranami. [29] Kationtové lipidy mély ovSem
jednu vyznamnou nevyhodu, byly stabiln€ kladné nabité. To se ukazalo jako velky
problém hlavné pii preprave krevnim fecistém, kde pisobily toxicky. Tento hlavni
nedostatek se vyresil s prichodem novych ionizovatelnych lipidd, které se skladaji
ze tfi hlavnich ¢asti — hydrofilni skupiny tvorici hlavovou ¢ast molekuly, spojovaci

casti a hydrofobnich konct. Hydrofobni casti je typicky terciarni amin, ktery se
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ukéazal jako velice vhodny pro genové dorucovani (angl. gene delivery) a predpoklada

se jeho interakce s nabitymi nukleovymi kyselinami. [30]

Ionizovatelné lipidy byly pouzity v boji proti onemocnéni COVID-19 a to hlavné diky
jejich citlivosti na hodnotu pH. V neutralnim pH, tedy pH krevniho fecisté, jsou tyto
lipidy témeér neutralni, zatimco v kyselém pH dochazi k protonizaci terciarniho

dusiku a lipidy nesou kladny naboj. [31]

V  ramci  této prace  byly  pouzity dva  ionizovatelné  lipidy:
[(4-hydroxybutyl)azanediyl]di(hexan-6,1-diyl)bis(2-hexyldekanoat), zjednodusené
ALC-0315, druhym zvolenym ionizovatelnym lipidem byl
9-heptadecyl8-{(2-hydroxyethyl)[ 6-oxo-6-(undecyloxy)hexylJamino}octanoat, tedy
zkracené SM-102. Tyto ionizovatelné lipidy byly tispé$né pouZity ve vakcinach proti
onemocnéni COVID-19. [32] Konkrétné ionizovatelny lipid ALC-0315 vyuzila
farmaceutickd firma Pfizer/BioNTech a ionizovatelny lipid SM-102 naopak
farmaceuticka firma Moderna. [33] Jejich strukturni vzorce a 3D struktura jsou
zobrazeny na obrazku nize (Obrazek 11). Ionizovatelny lipid SM-102 méa celkem tfi
acylové retézce, ALC-0315 ma dokonce c¢tyti acylové fetézce, coZ zptisobuje konicky
tvar jejich molekuly. Zjejich tvaru lze odvodit, Ze nebude dochazet k vytvareni
symetrickych lamelarnich struktur. Pokud by byly soucasti lipidové smési, svym
vyskytem budou spiSe destabilizovat systém a vyvolavat tvorbu nelamelarnich fazi.
[31]
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Obrazek 11 Chemicka struktura a 3D vizualizace ionizovatelnych lipidit SM-102 a ALC-0315.
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2.3.3 CHOLESTEROL

Cholesterol je asi nejzndméjs$im zastupcem skupiny sterold. Jeho struktura zahrnuje
hydrofobni jadra, polarni hydroxylovou skupinu a kratky uhlovodikovy fretézec
(Obrazek 12). 1 kdyz se lisi strukturou od vyse zminénych lipidd, stale se jedna
o amfipatickou molekulu, jejiz hydrofilni ¢asti je pravé hydroxylova skupina. [27]
Jelikoz se cholesterol bézné vyskytuje v eukaryotickych burikach i tkanich,
byly podrobnéji zkouméany jeho ovlivnéni vlastnosti lipidové dvojvrstvy. Pti vysokych
koncentracich zvySuje mechanickou odolnost membrany a sniZzuje jeji permeabilitu.
Tyto vlastnosti jsou zapric¢inéni rigidnéjsim usporadanim lipida. Diky jeho odlisné
struktufe v porovnani sostatnimi zminénymi lipidy, dochazi k omezeni jeho
pohyblivosti vramci dvojvrstvy. JelikoZz je lipidova dvojvrstva anizotropnim
prostfedim, existuje vni preferovana a predem urcena poloha cholesterolu a

sterolovych latek. [34]

HO CHOLESTEROL

Obrazek 12 Chemicka struktura a 3D vizualizace cholesterolu.

2.3.4 LIPIDOVE NANOCASTICE
Lipidové nanocastice (lipid nanoparticles — LNPs) jsou vdobé psani této prace
v centru pozornosti mnoha vyzkumnych skupin. Jedna se o nosice biomolekul,
které maji jednu velkou vyhodu a to, Ze dokazi prekonavat prirozené bariéry, ochranit
a dorudit dany material do jejich biologického cile. Tyto nosice jiz byly globalné
vyuzity pti vakcinaci proti SARS-CoV-2. Jejich hlavnim tkolem bylo dopravit kratkou
sekvenci RNA (mRNA) do buriky, kde doslo k precteni této informace a nasledné
tvorbé tzv. spike proteinu, coz je ¢ast viru, ktera se vyskytuje na povrchu viru.
Tento spike-protein si po vakcinaci syntetizuje jen omezené mnozstvi buneék,
do kterych se dostala mRNA z vakciny. Po vytvoreni tohoto spike proteinu jsou
zapojeny obranné mechanismy organismu a dochazi ktvorbé protilatek.
Takto vzniklé protilatky pak budou moci byt pouzity pti boji se skuteénym virem.
Lipidové nanocastice predstavuji viceslozkovy systém skladajici se z nékolika typt

lipidi, mezi které patfi ionizovatelné kationtové lipidy, fosfolipidy, cholesteroly a
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PEG-lipidy. PEG-lipidy jsou lipidy skladajici se z polyethylen glykolu a na néj
navazaném lipidu. [31] KaZdy ztéchto lipidd ma svou vlastni funkci a prispiva
ke zlepseni stability nanocastice a G¢innosti doruéeni RNA do cilovych bunék. Dale
maji vliv na snasenlivost a biodistribuci. Konkrétnim ptikladem mohou byt molekuly
DSPC, jejichZ cylindricky tvar molekuly vytvaii laminarni struktury a slouzi
ke stabilizaci lipidovych nanocastic. TéZ cholesterol zde slouzi k ziskani vyssi stability
zasluhou upravy integrity a tuhosti vznikajici lipidové faze. Svym charakteristickym
tvarem dale téz ovliviiuje Gc¢innost a biodistribuci lipidovych nanocastic. PEG-lipidy
(polyethylen glykol lipidy) maji téz vliv na chovani LNP. Samotné mnozstvi téchto
lipida ovliviiuje velikost lipidové nanocastice a zeta potencial. Tyto lipidy prispivaji ke
stabilité castic a snizuji jejich agregaci. Nékteré modifikace téchto PEG-lipidi
dokonce prodluzuji dobu vyskytu lipidovych nanocastic vkrevnim obéhu.
Tedy snizuji odstranovani téchto latek zprostfedkovavanych ledvinami a
mononuklearnim fagocytarnim systémem (MPS). V neposledni fadé PEG-lipidy
mohou byt pouzity pro konjugaci specifickych ligandd s ¢asticemi pro cileny pienos.
Vsechny jejich vlastnosti se vSak odviji od jejich procentualniho zastoupeni
v nanocastici a také od délky retézce lipida, které jsou na PEG navazané. [32]
MizZeme tedy prohlasit, Ze vSechny lipidy maji opodstatnény divod svého vyskytu
v LNP. Doposud nezminénymi lipidy jsou ionizovatelné lipidy, které urcuji a¢innost
transfekce mRNA, vedouci ksyntéze cileného proteinu v eukaryotické burice.
Tyto lipidy maji takovou disocia¢éni konstantu, aby v kyselém prostfedi dochézelo
k jejich protonizaci, kdy kladné nabité lipidy mohou kondenzovat se zaporné nabitou
mRNA prostfednictvim elektrostatickych interakei. Pfi fyziologickém pH jsou
ionizovatelné lipidy neutralni.[35] A¢koliv mame v soucasné dobé zakladni informace
o lipidech a jejich funkcich, doposud neni cely mechanismus vzniku nanocastice, a
predevsim vypusténi RNA do cilové buriky zcela objasnén. V soucasné dobé se tyto

systémy zkoumaji pomoci in silico metod, a to primarné v hrubozrnném rozliseni.
[31]

2.4 MOLEKULOVE SIMULACE

Molekulové simulace jsou numerické metody kombinované s pocitacovym vykonem
k feseni fyzikalné€ chemickych problémi. Pomoci téchto metod se snazime o ziskani
novych informaci na zakladé vystavéni modelu z informaci a zakont, které jiz zname.

Tento postup nam umozZiuje nejen overit experimentalné ziskana data, ale mizeme

24



diky tomu objevit i nové vlastnosti systémi, které jsme pred tim neznaly. Pomoci
teoretické chemie jsme schopni predikovat chovani systému v fadech femtosekund

(fs) aZ mikrosekund (us).

2.4.1 MOLEKULARNE DYNAMICKE SIMULACE

Molekularné dynamické simulace (molecular dynamics, MD) predpovidaji, jak se
dané atomy v biomolekulach ¢i jinych molekularnich systémech budou pohybovat,
a to na zaklad€ obecného fyzikalniho modelu, kterym se 1idi meziatomové interakce.
Takovéto simulace mohou zaznamenéavat napiiklad konformac¢ni zmény, zmény vazby
ligandi a proteint, prficemZ tyto polohy atomit se pocitaji ve femtosekundovych
intervalech. Tyto MD simulace byvaji ¢asto pouzivany v kombinaci s experimentéalné
uréenymi strukturnimi modely pomoci rentgenové krystalografie, kryo-elektronové

mikroskopie ¢i nuklearni magnetické rezonance. [36]

2.4.2 MOLEKULOVA MECHANIKA
Na rozdil od kvantové mechaniky (angl. quantum mechanics, QM), do vypoctu

struktury a energie molekuly v molekulové mechanice nejsou zahrnuty elektrony,
ale pouze jadra atomi. Je to zdivodu, Ze hmotnost elektront je v porovnani
s atomovymi jadry zanedbatelna, jedna se o vypocetn€ narocnou metodu vhodnou
primarné pro malé systémy. Molekula je povazovana za soubor jader spojenych
vazbami, pri¢emz jsou jadra a elektrony sjednoceny do castice podobné atomu.
Tyto céastice jsou povazZovany za koule riznych velikosti (podle typu atomu). Vazby
mezi jednotlivymi atomy jsou povaZovany za pruZiny. Veskeré interakce mezi
¢asticemi popisuje potencialni funkce, pricemz kazda interakce je popsana vlastni
potencialovou funkei. Potencialové funkce a jejich parametry se oznacuji jako silova
pole (angl. force fields). Pravé diky nezapocitavani elektroni je molekulova

mechanika vypocetné méné naroéna nez kvantova mechanika.

2.4.3 SILOVA POLE

Jednad se o matematické vyjadreni, které popisuje zavislost energie systému
na souradnicich ¢astic tohoto systému. Molekuly jsou jednoduse definovany jako
soubory atomt, které jsou pohromadé drZzeny jednoduchymi elastickymi pruZinami,
a prave silové pole nahrazuje skutecny potencial zjednodusenym modelem platnym

v simulované oblasti. V idealnim piipade€ je potieba, aby byl dostate¢né jednoduchy
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pro rychlé vyhodnoceni, ale zarovenn i dostateéné podrobny, aby pravdive

reprodukoval vlastnosti studovaného systému. [37]

Silovd pole muZeme vyjadiit pomoci rovnice potencidlni energie systému
(Obrazek 13). Ta rozdéluje ¢leny této rovnice do dvou skupin — éleny vazebnych
interakei a ¢leny nevazebnych interakei. Mezi vazebné interakce fadime délku
vazby, vazebné uhly a dihedralni dhly, zatimco mezi nevazebné interakce patii
elektrostatické interakce a van der Waalsovy interakce. Rovnice celkové potencialni
energie systému se poté vyjadfuje jako suma vSech vazebnych a nevazebnych

interakei.

Epotenciélni = z Evazba + z E vazebny + z Etorzni + EvdW + Eelektrostatické
uhel

energie uhel interakce

Rovnice 1. 1

vazebny
tihel

torzni
thel

Obrazek 13 Ukdazka délky vazby, vazebného a dihedralniho (torzniho) tthlu i s jejich hodnotami urdenymi
pomoci programu PyMOL. Atomy, které byly do ukdzek primo zapojeny, byly znazornény pomoci ¢erné kulicky.
Prerusovand ¢ara znazortiuje mozné van der Waalsovy interakce.

Vazba mezi atomem i a j se popisuje pomoci harmonického oscilatoru, tedy Ze atomy

kmitaji kolem své rovnovazné délky vazby. Pro urceni energie vazby je potieba znat

b

silovou konstantu vazby (k;)),

aktualni vzdalenost jader (r;;) a idealni vzdalenost

jader ().

1
Evazba (rij) = z Ekibj(rij - 8‘)2

vazba

Rovnice 1.2
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Pro popis vazebného uhlu mezi atomy i,j a k,lze rovnici odvodit podobnym

zptisobem. Tedy téZ potfebujeme znat silovou konstantu vazebného uhlu (kfjk),

aktualni vazebny thel jader (6;) a idealni vazebny tihel jader (B?jk).

E i (Oij) = L (B — 60,2
vazebny (Oyji) = > ijk (Bijk — Oiji)
Uhel vazebny
Uhel
Rovnice 1.3
DalSim clenem potencialni energie je energie torzniho tuhlu, ktera se sklada

z nékolika ¢lent, kterymi jsou kjjy,, tedy vyska potencialni bariéry v n—té period€, n

znadici periodu, skuteény torzni ihel w;j,; a faizovy posun a)?jkl.

1
0
Etorzni (Wijia) = Z Ek?jm[l + cos (Nw;jr — Wijig)]
uhel torzni

uhel
Rovnice 1.4
Mezi nevazebné cleny patii prispévek van der Waalsovych interakeci. Van der
Waalsovy interakce popisuji vzajemné interakce dvou neutralnich atomi. Tyto
interakce se nejéastéji popisuji pomoci Lennard-Jonesova potencialu, ktery je
definovan pomoci o;;, znacici vzdalenost jader, kdy jsou pfitazlivé sily mezi atomy
rovny nule. Dal$imi ¢leny rovnice jsou r;; predstavujici vzdalenosti atomi a ¢;; znacici
hloubku potencialového minima.
12 6
gl
vdw ij
i<j iy iy
Rovnice 1.5
Poslednim c¢lenem rovnice potencialni energie systému jsou elektrostatické
interakce, které popisuji vzajemné chovani dvou nabitych castic. Pii jejich vypocétu
se Tidime Coulombovym zakonem. Mezi parametry popisujici tento vztah fadime

permitivitu vakua ¢,, relativni permitivitu prostiedi ¢,, parcialni naboje na atomech i

q; aj q; a vzdalenost mezi témito atomy r;;.

E o 1 qq
elektrostatické — —4 -
interakce ed XTLEGEY  Tij
i<j
Rovnice 1.6
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3 PRAKTICKA CAST

Tato bakalarska prace se zabyvala simulacemi RNA s ne€kolika typy lipidi. Konkrétné
se jednalo o GAGA tetraloop, ktery byl simulovan v simula¢nim boxu spolu s danym
poc¢tem lipidd. Cilem bylo zkoumat strukturni zmény této RNA zplsobené
pritomnosti lipidd a také jejich usporadani kolem RNA molekuly. Tyto simulace byly
srovnany se simulaci GAGA tetraloopu bez pritomnosti lipidi. Pro tvorbu simulaci
byl vyuzit programovy balicek rodiny AMBER verze 16[38] a verze 21[39]. Pro RNA
bylo pouzito silové pole OL3 (ff99bscOchiOL3CP) [40][41][42][43] a pro lipidy se
v pripadé fosfolipidt a cholesterolu pouzil AMBER17 [44], pro ionizovatelné lipidy
pak bylo pouzito specialni silové pole [31]. Pro vizualni hodnoceni a vytvoreni

obrazki byly pouzity programy VMD [45] a PyMOL [46].

3.1 NASTAVENISIMULACI

Pro pripravu simulace je nutné mit k dispozici potiebné vstupni soubory v PDB
podobé. V tomto pripad€ se jednalo celkove o Sest struktur: GAGA tetraloop, DSPC,
DSPE, ALC-0315, SM-102 a cholesterol. Tyto soubory poskytuji presné slozeni
danych molekul (poradova ¢isla atomiu, jejich souradnice atd.). Pomoci programu
LEaP byly vygenerovany vstupni soubory obsahujici jak topologii, tak pozice
jednotlivych atomii. VSechny simulace byly v atomarnim rozliseni (angl. all atom),
coZ znamena, Ze kazdy atom zde byl reprezentovan jednou kulickou.
Vazby mezi atomy jsou nahrazeny pruzinkami, chovajici se jako harmonické

oscilatory, dle principu molekulové mechaniky popsaného v predchozi kapitole.

MD simulace probihaly v simulaénim boxu. Kazdy takovyto box spliiuje periodické
okrajové podminky, které zjednodusuji cely pribeh simulace. MtzZeme si je
predstavit jako periodicky prodlouzené boxy ve vsech smeérech. Diky tomu
prii simulaci neptichazime o zaddnou c¢ast struktury, a pritom hrana boxu neovliviiuje
chovani systému. Velikost boxu byla vZdy nastavena tak, aby byl box na jednu stranu
dostatecné maly, kvili rychlosti vypoctu simulace, a zaroven dostate¢né velky,

aby neovliviioval svou velikosti vysledky simulace.

Do takto predpripravenych simula¢nich boxt byly postupné vkladany jednotlivé
molekuly, sekterymi bylo vdany moment pracovano. Dale bylo nutné

vykompenzovat naboj celého boxu pomoci iontd - draselnych Kkationti a
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chloridovych aniontti. Posledni fazi bylo doplnéni explicitni vody (jelikoz se jedna
o tvorbu solvatovaného modelu), ktera vyplnovala zbyly prostor boxu. Pii nastaveni
simula¢nich podminek se snazime co nejlépe napodobit fyziologické prostiedi, kde je
presné stanovena koncentrace iontd a to 150 mM roztok KCl. Pro vSechny simulace
byl pouzit explicitni OPC model vody (angl. ,,optimal® point charge). Tento model
je ¢tyrbodovy se tfemi naboji. U tohoto modelu jsou bodové naboje i jejich poloha
optimalizovany tak, aby co nejlépe popisovali elektrostatické vlastnosti skutec¢né

vody. Je tedy modelem, ktery se nejvice blizi vlastnostem skute¢né vody. [47]

Kazda simulace pred svym samotnym spusténim prosla nékolika kroky. Nejdrive
doslo k minimalizovani a ekvilibrovani celého systému. Tomuto kroku se musely
podrobit, zaroven se strukturou, i pouzité protiionty a solvataéni box. Pfedné byly
zmrazeny pozice vSech atomi v systému kromé vodiki vody. Posléze jsme uvolnili
molekuly vody a protiiontti, zatimco atomy RNA a lipidi se nepohybovaly. Po tomto
kroku se umoznil volny pohyb i atomGm lipidd a mohlo dojit k postupnému
uvolniovani pohybu molekuly RNA, avsak jen v omezené miie. Nasledn€ se molekuly
vody a protiionty mohly volné promichat kolem zamraZenych molekul lipidd a RNA
béhem 500 ps simulace za NpT podminek, kdy tlak byl roven 1 atm. a teplota ¢inila
298,16 K. Béhem této kratké simulace doslo k ustaleni hustoty vody v rameci celého
systému. Nasledné se postupné minimalizovala struktura RNA, kdy v Sesti krocich
doslo k postupnému uvolnovani silové konstanty aplikované na pateri RNA.
Samotna produkéni c¢ast byla rozdélovana do deseti krokd, pricemz kazdy krok
vypocitaval chovani systému pti 100 ns, tedy celkové bylo simulaci pocitano chovani
systému v ¢asovém rozsahu 1 ps. Jednodussi systémy obsahujici pouze jediny druh
lipidu a systémy s 30 lipidy byly uskuteénény na pocitacovych clusterech Katedry
fyzikalni chemie a CATRIN. Vétsi systémy (60 lipidové) a analyzy 30 lipidovych
systémt, byly z divodu jejich vypocetni naroc¢nosti pocitany pomoci infrastruktury

IT4I narodniho superpocitacového centra v Ostrave.

3.2 POUZITE ANALYZY

Vsechny simulace byly na zaveér podrobeny vizualni inspekei v programu VMD a setu
analyz, které jsou podrobné rozepsany nize. Pokud neni feceno jinak, byly veskeré
analyzy provedeny programy v balicku AMBERTools [48] a nasledné grafy pripraveny

pomoci programu Gnuplot (http://www.gnuplot.info).
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Sledovani kontaktd (angl. contacts) slouZi ke zjisfovani poctu vzniklych kontaktt
mezi nami definovanymi objekty. Prvnim objektem byla vidy molekula RNA,
tedy GAGA tetraloop, druhym objektem byla vzdy cela molekula prislusného lipidu.
Dale bylo nutné urcit vzdalenost ve které se tyto kontakty budou méfit, vztazeno

k molekule RNA. Ve vsech ptripadech byla vzdalenost definovana jako 0,4 nm.

Jelikoz dochéazelo k vzajemné interakci RNA s lipidy, vytvarely se zde vodikové vazby,

které stfidavé vznikaly a zanikaly v zavislosti na aktualni orientaci, vzdalenosti a
konformaci lipidd u RNA. V pribéhu simulace byly monitorovany vodikové vazby,
kdy jak RNA, tak lipidy mohly vystupovat jako akceptory, tak donory vodikovych

vazeb.

Dalsi z provedenych analyz zahrnovala zkouméani zmény torznich Ghli patere RNA,

zménu konformace cukri ¢i zménu helikalnich parametra v pribéhu simulaci RNA

s lipidy. VSechny tyto parametry byly vidy srovnany se systémem obsahujicim

samostatnou strukturu RNA.

Hustotni mapy byly vytvafeny pomoci programu VIAMD (angl. visual interactive

analysis of molecular dynamics)[49][50]. Jedna se o 3D mapy slouzici k vyjadieni
distribuce (rozlozeni) castic v prostoru. Hustotni mapy zkoumaly nejen rozlozeni
lipida, ale také protiiontd (draselné a chloridové ionty) okolo RNA. Pri analyze
vyskytu lipidi v okoli RNA byla snaha o objeveni pravidelnosti ve vyskytu ¢i jinych
definovatelnych  parametri. Tyto hustotni mapy byly poéitany vidy
ze soubori trajektorii systému z poslednich 200 ns. Struktury jsou v hustotnich
mapach zobrazovany pomoci tecek, kdy vyssi koncentrace teéek znamena, zZe dana
struktura na tomto mist€ setrvavala v pribehu delsiho ¢asového tseku. Jedna se tedy
primarné o kvantitativni znazornéni pozice jednotlivych skupin kolem definované

struktury.

3.3 GAGA TETRALOOP

V této praci byl jako zastupce RNA pouZit GAGA tetraloop, ktery méa ve své struktuie
smycku tvofenou dvéma volnymi nukleovymi bazemi a jednim nekanonicky
sparovanym parem (Obrazek 14). Jednim zcild této prace bylo zjistit, zda bude
dochézet k interakei lipidu s touto RNA. Predbézna hypotéza byla, Ze lipidy budou
reagovat se zaporn€ nabitou patefi, volnymi bazemi nebo terminalnimi bazemi.

Je nutné podotknout, Ze tento tetraloop je maly a tim padem nemusi byt na prvni
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pohled zcela biologicky relevantni. Na druhou stranu, pokud chceme studovat systém
v atomarnim rozliSeni, nelze pouzit realny systém, tj. celou mRNA, v kombinaci
s dostatecnym mnozZstvim lipidd tak, aby se vytvorila LNP. TudiZ i simulace takto
malych systém mohou prinést cenné informace o interakci RNA s lipidy a tim

pomoci pochopit vznik LNP ¢i fungovani LNP v t€le.

4. REZIDUUM
adenin volné nukleové baze

(GAGA)

5. REZIDUUM

3. REZIDUUM guanin

guanin

6. REZIDUUM
adenin

2. REZIDUUM
cytosin
X 7. REZIDUUM
.'—Q guanin
1. REZIDUUM
guanin

o s

- 8. REZIDUUM
cytosin

Obrazek 14 Struktura tetraloopu GAGA véetné popisii jednotlivych bazi, se zvyraznénymi predpokladanymi
misty interakci RNA s lipidy.

Molekula GAGA tetraloopu obsahuje dva pary bazi, které splnuji Watson-Crickovské
parovani bazi. Zbyvajici ¢tyti dusikaté baze nejsou zcela volné, reziduum 3 a 6 spolu
interaguji prostfednictvim nekanonického parovani. Volnymi bazemi nazyvame 4. a

5. reziduum (na Obrazek 14 se jedna o modie znazornénou oblast).

3.4 SYSTEMY OBSAHUJICi JEDEN DRUH
LIPIDU

Jako prvni byly pfipraveny tii sady systému obsahujici RNA a jeden typ lipidi lisici se
jen vpoctu lipidd vsystému, kdy pocty lipidi gradovaly od péti do dvaceti
(Tabulka 1). KaZda simulace byla spusténa alesponi ve trech provedenich.
Tyto simulace slouzily primarné ke zjisténi rozdilu chovani mezi jednotlivymi typy
lipidd. Simulace ukéazaly, ze lipidy maji tendenci se zdrZovat blizko terminalnich bazi,
a to nezavisle na rozdilnosti jejich struktur. Nezavisle na typu lipida také nejdrive
dochézelo kvytvoteni shluku lipidd vramci simula¢niho boxu, ktery nésledné

interagoval s RNA. Vytvoreni shluku bylo zapfi¢inéno hydrofobnimi interakcemi,
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které se snazily o dosazeni co nejmensi plochy styku lipidi s vodnym prostfedim.

Podobné vysledky pro jednotlivé systémy jsou diskutovany dale.

Jak je z Tabulka 1 patrné, v nékterych pripadech (u simulaci obsahujicich 10 a 20
lipidd) byly vyzkouseny rtzné velikosti boxu z diivodu otestovani vlivu velikosti boxu
na vysledné usporadani lipidi. I pres vétsi prostor pro samotné shromazdovani lipida
a jejich nasledné uchyceni se na molekule RNA, byla konec¢na poloha nasednuti

uskupeni lipid na RNA vzdy stejna.

Tabulka 1 Prehled vsech provedenych simulaci s jednim druhem lipidu obsahujici velikost boxu (jelikoz se jedna
o krychli, je uvedena pouze jedna délka, v jednotce nm). Navic u kazdé ze simulaci je uvedeno, zda probéhla
alespori na kratkiy éasovy) okamzik interakce s RNA.

POCET POCET VELIKOST INTERAKCE INTERAKCES INTERAKCE

LIPIDY . SIMULACNIHO SVOLNYMI TERMINALNIMI S PATERI
LIPIDU  SIMULACI BOXU (nm) BAZEMI BAZEMI RNA
5 5 7 ANO ANO NE
IONIZOVATELNE
LIPIDY 10 3 7 ANO ANO ANO
(AL-0315)
20 3 7/9 ANO ANO NE
IONIZOVATELNE
LIPIDY 5 5 7 ANO ANO ANO
(SM-102)
5 5 7 ANO ANO ANO
FOSFOLIPIDY
(DSPC) 10 3 6/7 ANO ANO NE
20 3 9/10 ANO ANO NE
FOSFOLIPIDY
(DSPE) 5 5 7 ANO ANO NE
CHOLESTEROLY 5 5 7 ANO ANO NE

Prehled mist interakei lipid s RNA (posledni tfi sloupce Tabulka 1) ukazuje, Ze vzdy
dochazelo k interakci s terminalnimi béazemi, které se zdaji pro lipidy
nejpreferovanéj$Sim mistem interakce. Toto postaveni se jevi jako nejvyhodnéjsi
z hlediska hydrofobnich interakeci, tj. shluk lipidd chrani hydrofobni rovinu
terminalnich bazi. V nékterych pripadech sice dochazelo i k interakcim s patefi RNA,
avsak jen velice ziidka a primeérné na dobu mensi nez 100 ns. V pripadé interakei
s volnymi bazemi se sice jednalo o delsi interakce v porovnani s interakcemi s pateri,

ale pouze v jediném ptipadé doslo k situaci, kdy se ke konci simulace (tedy v dobé
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1 ps) lipidy nachazely jak u terminalnich bazi, tak u volnych bazi smycky. Jednalo se
konkrétné o systém obsahujici 20 fosfolipidit DSPC, ktery je pro nazornost zobrazen

niZe (Obrazek 15).

Rozmisténi lipidd nebylo rovnomeérné, vyssi pocet lipidi prevazoval u volnych bazi.
Simulace nebyla dale prodluZovana, proto neni jisté, zda by téz nedoslo k ustaleni
vSech lipidi pouze u terminalnich bazi, jak tomu bylo ve vSech ostatnich ptipadech
systémi o stejném poctu lipidi. Na Obrazek 15 je mozné si vSimnout ptibliZeného
pohledu na usporadané lipidy, které svou strukturovanosti pripominaji lipidovou
dvouvrstvu, jedna se tedy o pevny gel (solid gel) typicky pro fosfolipidové struktury.
Tento stav, tedy vyskyt lipidi jak u terminalnich, tak u volnych bazi, budeme nazyvat

jako metastabilni stav systému.

Obrazek 15 A) znazornéni hustoty dastic (polarnich ¢asti — PC — vsech fosfolipidit DSPC) kolem GAGA
tetraloopu pomoci programu VIAMD. B) zobrazenti findlni 3D struktury tetraloopu GAGA obklopeného lipidy.
Pro lepsi ukazku strukturovanosti byly lipidy nachazejict se u volnijch bazi priblizeny.

JelikoZ pocet simulaci byl zna¢ny a vysledky vétSiny systémi srovnatelné, budou
vysledky hodnoceny podle druhu lipidd, které v nich byly obsaZzeny. V nize uvedenych
odstavcich budou diskutovany vysledky systémi ionizovatelnych lipidu, fosfolipidi a
cholesterolt, kdy u kazdé skupiny bude uveden jeden vybrany systém, na kterém

budou provedené analyzy bliZe vysvétleny.

V pripadé ionizovatelnych lipidu miiZzeme ftict, Ze se lipidy chovaly nezavisle

na svém poctu. VSechny pripravené alternativy (poétem i typem ionizovatelného

lipidu) nejvice interagovaly s terminalnimi bazemi RNA. Toto chovani bylo zajisténo

hydrofobnimi konci lipidd, které se takto vzijemné kryly se strukturou RNA.
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Pt blizsim pohledu na seskupeni téchto lipidi uchycenych u terminalnich bazi bylo
mozné si vSimnout casteéné organizace. Lipidy se snazily o vytvoreni micelarni
struktury, tedy vyskytu hydrofilnich hlav na povrchu shluku, aby jim byla umoznéna
interakce s vodnym prostiedim, zatimco hydrofobni ¢éasti se nachéazely ve stfedové
c¢asti shluku a interagovaly s koncovymi bazemi. Priibéh simulaci 1ze rozdé€lit na dva
sméry, kdy v prvnim piipad€ chovani lipidd dochazelo prvotné k seskupeni vsech
lipidd, které nasledné jako celek interagovaly s molekulou RNA. Druhou moznosti byl
vznik vice samostatnych shluk, kdy se jeden uchytil u terminalnich bazi a druhy
u volnych bazi. Pokud byl vytvoren dalsi lipidovy shluk, pohyboval se v prosttedi
solvatacniho boxu, dokud se nespojil s n€kterym z jiz zminénym shlukem lipidd
u RNA. Postupem casu vzdy doslo ke sjednoceni téchto mensSich systému v jeden

velky, ktery se uchytil u terminalnich bazi.

Pro nazornou ukéazku systému sionizovatelnymi lipidy, byl vybran systém
s ionizovatelnymi lipidy SM-102. Presnéji se jednalo o systém GAGA tetraloopu s péti
ionizovatelnymi lipidy (Obrazek 16). Prubeh simulace tohoto ukazkového systému je
popsan pomoci grafu, ktery poskytuje informace o tvorbé€ vodikovych vazeb a poétu
kontakt vzniklych mezi lipidy a molekulou RNA. Celkem byly ze simulace vybrany
tii oblasti (Obrazek 16). Pro popis a vysvétleni nulového (oblast A), zvySeného
(oblast B) a konstantniho (oblast C) poc¢tu vzniklych kontakti a vodikovych vazeb.
Na prvni pohled lze vidét, Ze systém se stabilizoval v poc¢tu kontakti aZ po vice nez

500 ns, kdy doslo k navazani lipidového shluku na terminalni baze.
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Obrazek 16 Ukazkovy pritbéh simulace GAGA tetraloopu s péti ionizovatelnymi lipidy SM-102 ilustrovany
pomoci grafu poctu kontaktit a poctu vodikovijch vazeb mezi RNA s lipidy v ramci celé simulace. Vodikové vazby
Jjsou vyznadeny tmavé modrymi body (x), zatimco kontakty pomoci svétle modrijch bodit (+). Na grafu jsou
vyznaceny zajimavé oblasti (A-C), kterym byly prirazeny 3D struktury ukazujici prislusnou konformaci a

s s s

navdzant lipidit u RNA.

Pokud se v blizkosti RNA nachéazel shluk lipidd, doslo ke zvySeni poctu kontaktd,
které mizeme vidét ve zvyraznéné oblasti B a C (Obrazek 16). V pripade oblasti A je
zde nulovy pocet vzniklych kontaktt zptisobeny oddéalenim shluku lipidd od molekuly
RNA. Jednoho znejvysSich nartsti poc¢tu kontaktd bylo dosaZeno voblasti B
(odpovidajici zhruba 550 kontaktii), kde doslo ke kontaktu vsech lipidi s volnymi
bazemi RNA. K ustéleni systému doslo az v druhé polovin€ simulace, coz je patrné

i diky neménnému poctu kontaktd a vodikovych vazeb (oblast C).

V pripadé€ ionizovatelnych lipidi ALC-0315 lze fici, Ze k ustaleni systéma primeérné
dochézelo v prvni poloviné simulace, tedy do ¢asu 500 ns. Pfi srovnavani pribéhi
simulaci ionizovatelnych lipidi ALC-0315 a SM-102 se zde nevyskytovaly vyznamné
rozdily. Pro lepsi popis je na niZe prilozeném obrazku (Obrazek 17) ukazan pribéh
jednoho vybraného systému z ionizovatelnych lipidi ALC-0315 a jednoho vybraného
systému z ionizovatelnych lipidi SM-102. Tyto simulace byly vzajemné porovnany
pomoci grafi vzniklych kontakt a vodikovych vazeb mezi molekulou RNA a lipidy.
V pripadé lipidi ALC-0315 doslo kokamZitému nasednuti shluku lipidd

na terminalni baze, kde zistaly az po zbytek simulace. Lipidy SM-102 nejdfive
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v prostiedi simulaéniho boxu vytvarely seskupeni, které se nasledné (stale v dobé
prvnich 100 ns) uchylilo u volnych bazi. U volnych bazi ziistaly do doby kolem 300 ns,
béhem které dochézelo k jejich pieskupovani, nasledn€ se posunuly k terminalnim
bazim, kde zistaly az do konce simulace. Pfi vizualnim srovnani dvou grafi je
viditelna uréita podobnost, jak vrozmezi poétu kontaktd, tak i v pripad€ tvorby
vodikovych vazeb, kde maximéalni pocet vzniklych vodikovych mistkd byl Sest.
Vyssi pocet kontakti na konci grafu lipidd ALC-0315 byl zptsoben konformaci
hydrofilnich konct lipidd, které se snazily o vytvareni kontaktd i s rezidui 2 a 8.
Tato simulace byla proto déale prodlouzena az na 2 ps. Ackoliv zde byla viditelna
snaha o interakci se zaporn€ nabitou patefi, po zhruba 150 ns (tedy simulac¢ni
¢as 1 150 ns) opét doslo k ustaleni lipidd u terminalnich bazi, které pretrvalo az

do konce prodlouzeného simulovaného ¢asu (2 000 ns).
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Obrazek 17 Porovnani dvou systémil rozliénych ionizovatelnych lipidii, ALC-0315 (vlevo) a SM-102 (vpravo),
kdy kazdy systém obsahoval stejny pocet lipidil, tedy pét. Srovnani probéhlo za pomoci grafit uréujicich pocet
vznikljch kontaktii a vodikovijch vazeb (osa x) za éas celé simulace (osa y). Pocet kontaktii je zde znazornén
pomoci svétle modrych symbolii (+), zatimco pocet vodikovych vazeb je zndzornén pomoci tmavé modrych
symbolii (x). Celkovy ¢as simulace ¢ini 1000 ns.

Systémy s ionizovatelnymi lipidy SM-102 vykazovaly ve 2 z 5 pripada slozitéjsi
nasedani lipidi na RNA, kdy dochéazelo k hledani nejvhodné€jsi konformace a poloze
lipidi u RNA. Ve zbylych piipadech dochéazelo krychlému ustaleni lipida
u terminalnich bazi primérne do 400 ns. TézZ ve 4 z 5 ptripadi dochézelo k interakci
svolnymi bazemi, ktera vSak nebyla dostateéné silnd na to, aby lipidy udrzela

po celou simulovanou dobu u volnych bazi.

V pripadé fosfolipida bylo typické, Ze dochazelo k vytvareni usporadané lipidové

struktury, pfripominajici lipidovou dvojvrstvu, coz je dobie viditelné prevazné
v systémech s 20 lipidy (Obrazek 18). Na rozdil od klasické lipidové dvojvrstvy je tato
struktura tvorena lipidy navzijem prekrytymi, tj. jeji tloustka odpovida cca délce

jednoho lipidu. Pro jednoduchost ji nicmén€ budeme nazyvat ,dvojvrstva®. V téchto
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simulacich se vytvareji vrstvy k sobé pridruzenych lipidd, ve kterych byly nabité
polarni skupiny umistény na vnéjsich stranach dvojvrstvy a byly v kontaktu s vodnym
prostfedim, zatimco hydrofobni fetézce byly rovnobézné zarovnany a tvorily vnitini
prostor. Organizovanost téchto struktur dokazuje nejen vizualni inspekce, ale také
hustotni mapy, kde proménnou, kolem které se hustota castic pocitala, byl jeden
predem vhodné zvoleny fosfolipid DSPC (byly zvoleny tii po sobé jdouci rezidua
odpovidajici tfrem castem fosfolipidu - stearoyl (ST)+ fosfatidylcholin (PC)
+ stearoyl (ST)). Okolo néj se zkoumal vyskyt ostatnich lipidd v systému.
Tyto hustotni mapy dobie ilustruji, Ze lipidy jsou vzajemné usporadané tak,
aby nedochazelo k jejich prekryvani, jejich vzajemna poloha se po ustéaleni simulace

nemeni, tedy je zde patrna vnitini organizovanost (Obrazek 18).

Obrazek 18 Vizualizace usporadant lipidit u termindlntho paru v simulaci s 20 fosfolipidy. A) Zobrazeni
konecéného usporadanti lipidii; DSPC zobrazeny zelené slouZil jako referencni lipid a hustota ostatnich (DSPC
zobrazeny riizové) je zobrazena na B) Hustota céastic kolem vybraného lipidu DSPC. Pro lepsi prehlednost jsou
zobrazeny pouze body s nejuyssi hustotou vyskytu lipidii.

Dale bylo provedeno srovnani jednoho zastupce ze simulace s fosfolipidy DSPC
s jednim zastupcem ze simulaci s fosfolipidy DSPE (Obrazek 19). Toto srovnani bylo
provedeno pomoci grafu vzniklych kontakt a vodikovych vazeb mezi RNA a lipidy.
V obou pripadech lze vidét, Ze k interakcim s lipidy dochazelo narazove, nikoli
kontinualné. K seskupeni lipidi dochéazelo v pribehu prvnich 100 ns, kdy se nasledné
tento shluk lipid snazil najit nejvhodnéjsi misto u molekuly RNA. Fosfolipidy DSPC
se kolem 100 ns uchytily u cukr-fosfatové patete RNA, kde ovSem nebyly dostateéné
dlouho a doslo k jejich oddaleni a pohybu napfi¢ simula¢nim boxem. K dalsi interakei
doslo az kolem 400 ns, kdy se fosfolipidy uchytily u volnych bazi, avSak ani tato
interakce nebyla dostatecné silna a lipidy se opét vzdalily od RNA. Koneénou a
nejstabilnéjsi interakei se ukazala byt ta u terminalnich bazi, kdy nasledné dochéazelo

pouze k preskupovani molekul lipidi v rameci shluku. Simulace s fosfolipidy DSPE
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meély obdobny prubeh, na zacatku si téZ hledaly nejlepsi moznou interakci
s molekulou RNA, kterou se ukazala byt opét interakce sterminalnimi béazemi.
Zavérem lze vidét, Ze lipidy se u terminalnich bazi navazaly v pripadée fosfolipida
DSPE jiz kolem 500 ns, zatimco fosfolipidy DSPC az kolem 650 ns. Nizky pocet
kontakti byl zptsoben jejich strukturni orientaci (Obrazek 18), pripominajici
fosfolipidovou dvojvrstvu, kazdopadné v takto nizkém poctu lipidd je jen obtizné
rozpoznatelna. Fosfolipidy DSPE vykazovaly mnohem vyssi pocet vodikovych vazeb
v porovnani s fosfolipidy DSPC, coZ bylo zpiisobeno strukturou téchto lipidda.
Fosfolipidy DSPE totiZz obsahuji ve své struktufe ethanolamin s volnymi polarnimi

vodiky,

které umoznuji tvorbu vodikovych mustkt s molekulami vody.
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Obrazek 19 Porovndni dvou systémil rozliénych fosfolipidii, DSPC (vlevo) a DSPE (vpravo), kdy kazdy systém
obsahoval stejny pocet lipidii, tedy pét. Srovnani probéhlo za pomoci grafit uréujicich pocet vzniklych kontakti
a vodikovych vazeb (osa x) za ¢as celé simulace (osa y). Pocet kontaktil je zde zndzornén pomoci svétle modrijch
symbolii (+), zatimco pocet vodikovijch vazeb je zndzornén pomoci tmavé modrijch symbolil (x). Celkovy das
stmulace ¢ini 1000 ns.

V pripadé cholesterolu je mozné si téZ vSimnout preference terminalnich bazi.

Pro ilustraci popiSeme jednu z 5 simulaci (viz Tabulka 1). Ostatni simulace se chovaly

stejné.

Na zacatku simulace (Obrazek 20 A) se cholesteroly vyskytovaly rozmistény volné
v prostoru simula¢niho boxu. Nasledné dochazelo k postupnému seskupovani
cholesteroli dohromady, pohybu tohoto shluku vramci boxu az do konecného
usporadani (Obrazek 20 B). Zajimavé je, Ze nejdiive doslo ke vzniku dvou
dvojic — v barevném rozdéleni se jednalo o dvojici ¢cerveny a modry cholesterol a Zluty
a zeleny cholesterol. Postupné se ke dvojici modry a ¢erveny cholesterol pridal i paty
(oranZovy) cholesterol. To vSe se délo v pribéhu prvnich 100 ns. Do 200 ns doslo
k seskupeni vSech péti cholesterol do kompaktni struktury, ktera se dale pohybovala

jako jeden celek simula¢nim boxem a postupné€ interagovala s riiznymi ¢astmi RNA
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(Obrazek 20 C) nez doslo kolem 500 ns k findlnimu nasednuti na terminélni baze
(Obrazek 20 E). Samotnid organizovanost cholesteroli je dobfe patrna
na Obrazek 20 D. Pro lepsi ilustraci jsou lipidy v tomto obrazku orientovany tak,
Ze Ctyfi zpéti lipidi mifi hydroxylovou skupinou smeérem Kk pozorovateli.
Po nasednuti cholesterolti na terminalni baze jesté doslo k rotaci celého seskupeni
lipida o 90°. V rameci tohoto shluku lipidi dochazelo k vyménovani pozic jednotlivych
lipidi mezi sebou, tj. neslo analyzovat chovani konkrétniho cholesterolu
s terminalnim parem bazi. Toto chovani cholesteroli je zapfi¢inéno tendenci
cholesterolt ke skladani aromatickych jader na sebe, kdy dochazi k patrové interakei
mezi aromatickymi ¢astmi molekul cholesterolu a pripadné i terminalnich bazi.
Tedy cholesterol nejblize k RNA se orientuje podle terminalniho paru bazi a
na zaklad€ jeho orientace se dale orientuje jiny nejblizsi cholesterol. Jedna se
o kaskadovité ovliviiovani, které se neustidle meéni. Toto chovani je zobrazeno

v Obrazek 20 F.

Obrazek 20 Ukdazka chovani systému obsahujici GAGA tetraloop a pét cholesterolii, v pritbéhu vybrané simulace.
Pro prehlednost jsou jednotlivé cholesteroly barevné oddéleny. U vsech lipidii byla je derné zvyraznéna
hydroxylova skupina.

Ve vsech simulacich se nevyhodnocovalo jen chovani lipidd, ale i ovliviiovani RNA

molekuly témito lipidy. U RNA byly sledovany hodnoty torznich ahld, konformaci
cukru, parametr bazi a dalSich aspektii, vidy prostiednictvim srovnavani simulace

samotného GAGA tetraloopu bez lipidt (pro nas vychozi systém), se simulaci s lipidy.
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Vsechny simulace vykazovaly podobny prubéh a pro ilustraci chovani RNA byla
vybrana jedna simulace obsahujici pét fosfolipidi DSPE. Typické chovani RNA
molekuly v pribéhu simulace ukazuje Obrazek 21 obsahujici rtizné parametry
popisujici RNA molekulu. Tyto grafy ukazujici, Ze pfi porovnani chovani RNA
v simulaci bez a s lipidy nedochazi ke znatelnému ovlivnéni torznich Ghli, konformaci

cukri a helikalnich parametrt bazi (Obrazek 21).
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Obrazek 21 Ukdazka ovliviiovani struktury RNA lipidy pomoci srovndvacich grafit torznich tthli, helikalnich
parametri bazi ¢i konformaci cukrii. Vzdy dochdazelo ke srovndvdani s vychozi strukturou, systému GAGA
tetraloopu bez lipidii. Pro jednotlivé grafy byla vytvorena legenda, definujici grafy. Aby bylo mozné odivodnit
nékteré zavéry, byl téz pridan graf vzniklych kontaktii a vodikovych vazeb (nahote vpravo). Dale byla znovu
odislovana jednotliva rezidua GAGA tetraloopu (nahore vlevo).
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Pro samotnou analyzu chovani RNA s DSPE fosfolipidy, bylo nutné vyhodnotit presny
pribéh simulace daného systému, pomoci grafu poctu kontakti a vzniklych
vodikovych vazeb (Obrazek 21). Na zacatku simulace nedochézelo k vyraznym
interakeim lipidi s RNA, molekula RNA tedy nebyla lipidy nikterak ovliviiovana.
AzZ po vytvoreni uceleného shluku lipida (kolem 500 ns) Ize na grafu poc¢tu kontakti a
vodikovych vazeb vidét postupny nartst kontaktt lipidi s RNA. Nejvyssiho pocétu
kontaktti bylo dosaZeno okolo 700 ns, kdy dochéazelo k interakeim polarnich nabitych
hlav lipidi DSPE s reziduem 2 a 7, tedy druhym kanonicky parovanym parem bazi.
Tato interakce vsSak trvala jen velmi kratce a nasledné dochazelo pouze
k preskupovani lipidovych molekul ve shluku. TéZ pocet vodikovych vazeb byl
ve druhé poloviné simulace znac¢né vyssi v porovnani s prvni polovinou simula¢niho
¢asu. Fosfolipidy DSPE se v ramci této simulace vyskytovaly pouze u terminalnich
bazi RNA molekuly a dochézelo kjejich usporadavani do ttvari pripominajici

lipidové dvojvrstvy.

Pri analyzovani rozdilnosti chovani GAGA tetraloopu s lipidy a se samotnym GAGA
tetraloopem (pro nas srovnavaci systém) se ukazalo, Ze nedochazi k zasadnimu
ovliviiovani torznich dhlid ani u jednoho zrezidui, také konformace cukri
nevykazovaly zasadni odli$nosti od srovnavaciho systému. Helikalni parametry bazi
zahrnujici pohyb bazi viic¢i sobé v paru (propeller) jsou prakticky totozné se simulaci
srovnavaciho GAGA tetraloopu. Také pohyb dvou partd bazi viuci sobé (shift)
nevykazuje znatelné zmeény GAGA tetraloopu bez lipidi a s lipidy.

3.5 SYSTEMY OBSAHUJICI VICE DRUHU
LIPIDU

Pro zvyseni biologické relevance byly provedeny i simulace se smési vice druhi lipidd
v okoli molekuly RNA. Tyto simulace maji co nejvice napodobovat strukturu LNP,
ktera se ve vétsiné pripadi sklada z ionizovatelnych lipidid, fosfolipidd, cholesteroli a
PEG-lipidi. Nicméné PEG-lipidy se v LNP vyskytuji v méné nez 2 molarnich
procentech, tj. PEG-lipidy byly v téchto simulacich vynechany a jejich procentualni
zastoupeni bylo pri¢teno k zastoupeni fosfolipidd, konkrétneé DSPC. Celkem byly
pripraveny dvé velikosti systémi obsahujicich 30 a 60 lipida. Piesny pocet pouZitych
lipidd je pro konkrétni systém shrnuty v Tabulka 2. Tyto systémy byly vytvareny
pouze zionizovatelnych lipidd ALC-0315, fosfolipidi DSPC a cholesteroli.
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S ionizovatelnymi lipidy SM-102 a DSPE jiz dale pracovano nebylo, a to z divodu

vypocetni a ¢asové narocnosti systémi lipidovych smési.

Tabulka 2 Souhrn lipidil, které byly pouZity v simulacich s vice typy lipidil s jejich presnym poctem.

PROCENTUALNT POCET LIPIDU POCET LIPIDU
ZASTOUPENI (%) (PRESNY/POUZITY) (PRESNY/POUZITY)
POCET LIPIDU
CELKEM 30 60
IONIZOVATELNE LIPIDY
(AL-0315) 50,00 15,00 15 30,00 30
CHOLESTEROLY 38,50 11,55 12 23,10 23
FOSFOLIPIDY (DSPC) 10,00 3,00 3 6,00 7
PEG-LIPIDY 1,50 0,45 0 0,90 0
(nebyly pouzity)

Vsechny tyto simulace byly vytvareny postupnym pridavanim lipidd a postupnym
zvétSovanim simulac¢nich boxt. Poradi v pridavani lipidd do simulac¢niho boxu
neovliviiovalo vyslednou polohu lipidd. V pripad€ nejmensiho systému, tedy simulaci
s 30 lipidy, se ionizovatelné lipidy, které se pridavaly do boxu jako prvni, nachazely
na zavér simulace primarn€é na rozhranich svodnym prostfedi, a nikoliv
u terminalnich bazi (Obrazek 22). Pro piehlednost byly zakladni informace
o systémech s vice druhy lipidi shrnuty do Tabulka 3, ktera obsahuje i konec¢nou

konformaci systémi, které jsou vice popsany pozdéji.

Tabulka 3 Souhrn vsech simulovanich systémit lipidil, velikosti pouzitych boxit a konecéného uspordadant
systému.

“ VELIKOST “ ik
POCET s POCET KONECNA POLOHA - . .
SIMULACNIHO . KONECNE USPORADANTI LIPIDU
LIPIDU BOXU (nm) SIMULACI LIPIDU
30 LIPIDU ~ 3 u terminalnich bazi ionizovatelné lipidy tvori vnéjsi obal

shluku lipida

u terminalnich bazi

u terminalnich a ionizovatelné lipidy tvori vnéjsi obal
60 LIPIDU 8 5 s e shluku lipid, fosfolipidy a cholesterol
volnych bazi* . . , Cy s e
jsou situovany uvnitf shluku lipida
terminalni baze a
simulaéni box*

* modfe znazornéné konecné konformace systémii jsou povazovany za metastabilni stavy téchto systémi a
predpoklada se, Ze by se po prodlouzeni simulaéniho ¢asu vSechny lipidy pfesunuly k terminalnim bazim RNA

molekuly
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Vsimulaci s 30 lipidy dochazelo opét kasociaci lipidi s RNA v blizkosti

terminalnich bazi. Vysledné rozlozeni lipidi ukazuje, Ze ionizovatelné lipidy tvofii
vn€jsi obal celého seskupeni lipidi (Obrazek 22), vsouladu s jejich preferenci
ke kontaktim s vodou a se zakfivenymi strukturami [31] JelikoZ jsou zde zastupci
vice druhi lipidd, nedochézelo k tvorbé struktury podobné lipidové dvojvrstvée jako
tomu bylo u systémi se samotnymi fosfolipidy. Celkem byly simulovany tfi systémy.
Pribeéh teéchto simulaci a finalni rozloZeni systému je detailn€ji popisovano

v nasledujicich odstavcich.

Obrazek 22 Prehled vsech systémii s 30 lipidy (1-3), kdy ke kazdému systému prislusi obrazek (A-C), umozriujici
blizsi pohled na misto kontaktu lipidit s RNA, tedy termindlni baze. Na vsech obrazcich jsou ionizovatelné lipidy
ALC-0315 zndzornény zelenou, fosfolipidy DSPC riizovou a cholesteroly zlutou barvou. Takto barevné oddéleny
jsou pouze uhliky, tvorici vétsinu struktury, barvy ostatnich atomii (kyslik, fosfor, dusik) jsou nechdany
v barvdch vygenerovanych programem PyMOL.

Pri kompletnim popisu vSech systémt miZzeme podotknout, Ze pouze vjednom
pripad€ (Obrazek 22. 2B) mtizeme nalézt strukturu cholesterolu u terminalnich bazi,
ve zbylych dvou ptipadech jsou zde pozorovany hydrofobni konce ionizovatelnych
lipidd (Obrazek 22. 1A a 3C). V prvnich dvou systémech 1A a 2B je téz viditelné
rozdéleni lipidd, kdy se zastupci stejného druhu lipidd snazi vyskytovat v tésné

blizkosti. Tyto lipidové shluky se déle snazi o vrstevnaté usporadani v systému,
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kdy nejvice ve stfedu jsou v pripadé systému 1A fosfolipidy, u systému 2B
cholesteroly. Druhou vrstvu tvori v pripadé 1A systému cholesteroly, u systému 2B
fosfolipidy. V pripadé systému 3C dochazi k jistému vysunuti molekul fosfolipida
smérem ven ze shluku. Pro vSechny systémy plati, Ze nejsvrchnéjsi vrstvu tvori
ionizovatelné lipidy. Tyto ionizovatelné lipidy jsou situovany do struktury micely,
tedy hydrofilni ¢asti jsou orientovany smérem ven a hydrofobni ¢asti smeérem dovnitf.
Toto usporadani je dobie viditelné pomoci hustotnich map lipidi. Tyto hustotni
mapy ukazuji cilené rozdéleni lipidi do vrstev, kdy ionizovatelné lipidy ALC-0315 se
vyskytovaly primarn€ na povrchu a v mistech styku s RNA, tedy terminalnimi bazemi

(Obrazek 23). Detailn€jsi prabeh simulaci pro kazdy ze systémii je popsan dale.

systém 1A systém 2B systém 3C
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Obrazek 23 Prehled hustotnich map vsech t¥i 30 lipidovijch simulaci. V radcich jsou hustotni mapy rozdéleny
podle typu lipidu (tedy ionizovatelné lipidy, fosfolipidy a cholesteroly), ve sloupcich jsou pak hustotni mapy
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rozdéleny podle simulovaného systému. Znadeni systémit obsahuje poradové ¢islo simulace a presny podet
lipidii. Pro prehlednost jsou zde uvedeny i samotné systémy, kdy ionizovatelné lipidy ALC-0315 jsou zndzornény
zelené, fosfolipidy DSPC riizové a cholesteroly Zluté. Hustota zobrazeni hustotnich map je ve vsech pripadech
stejnd.

Pti bliz§im pohledu na Obrazek 23 si Ize povSimnout, Ze ionizovatelné lipidy vytvareji
obal celého lipidového shluku, a tedy tento kulovity tvar ve svém stiedu neobsahuje
Zadné ionizovatelné lipidy. Vtomto prostoru se naopak nachazi molekuly
cholesteroli a fosfolipidii, které vykazuji jistou strukturovanost. Vyssi hustota
ionizovatelnych lipidd je téZ patrna u mista styku lipidd s RNA, tedy u terminalnich
bazi. Toto chovani ionizovatelnych lipidi je zapricinéno jejich kladn€ nabitym

dusikem, ktery je v kontaktu se zaporné nabitou RNA.

Pri bliz§im popisu systému 1A (Obrazek 22. 1A) na zacatku simulace, dochazelo
k rozdéleni lipidd, kdy se jejich znatelné mensi mnozstvi vyskytovalo u terminalnich
bazi a zbylé lipidy u volnych bazi. Kolem 150 ns se vSak cely systém lipida spojil a
stejné jako v predchozich mensich systémech zistal u terminéalnich bazi

(Obrazek 24).

Obrazek 24 Popisovany) systém 1A (Obrazek 22) obsahujici 30 lipidii. A) Struktura kolem 150 ns simulace, kdy
jsou lipidy nerovnomérné rozmisténé ve dvou shlucich kolem RNA. B) Systém po sjednocenti shlukii lipidil, tedy
kolem 200 ns, kdy doslo k seskupent lipidii u termindlnich bazi.

U systému 2B (Obrazek 22. 2B) doslo ke kone¢nému seskupeni lipidi do jednoho
shluku az v priibéhu 800 ns. Do té doby byly lipidy rozd€leny na dva velké komplexy,
kdy jeden se uchytil u terminalnich bazi a druhy u volnych bazi (Obrazek 25).
Céste¢né $la vidét snaha o spojeni téchto shlukd v jeden kompaktni celek, ktera by
mohla vést k obaleni celé molekuly RNA. K tomu vsak nedoslo a oba komplexy se
chovaly nezavisle na sobé u prislusnych bazi. Poté doslo kjejich sjednoceni

u terminalnich bazi, jak bylo zminéno jiz vysSe. V ramci usporadani uvnitt shluku
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lipidd si Ize povSimnout, Ze se u terminalnich bazi vyskytuje cholesterol, ovsem v jeho
blizkém okoli se vyskytuji primarné pouze hydrofobni konce ionizovatelnych lipidd

(Obrazek 22. 2B).

A B

Obrazek 25 Systém 2B (Obrdazek 22) obsahujici 30 lipidii. Panel A ukazuje usporadanti struktury, ktera se, aé na
svtlj dlouhotrvajici vyskyt, nestala findlnim usporadani tohoto systému. Na obrazku je téz znatelna snaha o
spojeni dvou shlukii lipidii. Modre zndzornénou strukturou je jeden z cholesterolii, na které bylo ndzorné
ukdzano kjak rozsdhlym preskupovanim lipidit v pritbéhu simulace dochazi. Panel B ukazuje findlni
konformaci systému, kdy i zde je zvyraznéniy modry cholesterol (stejny jako v bloku A), ktery se nachdzi az ve
svrchni éasti shluku lipidil, tedy za zhruba 600 ns dokdazal postupné projit celiym seskupenim lipidii od pozice u
termindlnich bazi az na okraj tohoto seskupent.

Systém 3C (podobné jako systém 1A na zacatku simulace) obsahoval dva shluky
lipidd, kdy prevaha lipidi byla u terminalnich bazi, tedy opac¢né€ v porovnani se
systétmem 1A. Soucasné se vsak tyto dva systémy shoduji v case, kdy doslo

ke sjednoceni lipidi, tedy kolem 150 ns.

Pro systém s 60 lipidy byla pripravena petice simulaci s procentualnim

zastoupenim podle Tabulka 2. Z divodu vysoké vypocetni naro¢nosti téchto systému
byly simulace poditany pomoci infrastruktury IT4I narodniho superpocitacového
centra v Ostrave. Vysledky simulaci 1ze rozdélit do tfi konecnych konformaci
(dale oznacovany jako KONFORMACE 1, KONFORMACE 2 a KONFORMACE 3).
KONFORMACE 1 je finalnim stavem dvou simulaci, kdy doslo k seskupeni vSech
lipidd u terminalnich bazi (déle tyto simulace budou oznacovany jako systém A a B).
KONFORMACE 2 se také jako finalni stav objevila u dvou simulaci a obsahovala dva
shluky lipidt, kdy jeden obklopoval terminalni baze a druhy se vyskytoval u volnych
bazi smycky (dale budou tyto simulace oznacovany jako systémy C a D).
KONFORMACE 3 se vyskytla pouze u jedné simulace (dale oznacena jako systém E),
kdy se ¢ast lipidt uchytila u terminalnich bazi a ¢ast se voln€ pohybovala simulaénim
boxem. Prehledné€ji jsou vysledky shrnuty v Tabulka 3 a vizualn€ téz prezentovany

v Obrazek 26.
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KONFORMACE 1 KONFORMACE 2 KONFORMACE 3

Obrazek 26 Konecéné usporadant simulaci s 60 lipidy oznadené jako KONFORMACE 1-3, kde jsou skupiny lipidii
barevné rozliseny — ionizovatelné lipidy ALC-0315 (zelené), fosfolipidy DSPC (riizové) a cholesteroly (ZIuté).

V ptipadé KONFORMACE 1 lze vidét zpoctu vzniklych kontakti (Obrazek 27,

prislusné simulace oznaceny jako systémy A a B), ze lipidy se v okoli molekuly RNA
vyskytovaly po celou dobu simulace, coz bylo zptisobeno i jejich vysokym
zastoupenim v simulaénim boxu. Vobou systémech doSlo ktvorbé az osmi
vodikovych vazeb. V pripad€ systému A (Obrazek 27) je patrny vysoky pocet kontakt
kolem 100 ns, ktery byl zplsobeny uskupenim téméf poloviny lipida
u volnych bazi. Ostatni lipidy mezitim vytvarely malé shluky a pohybovaly se volné
simula¢nim boxem. Podobné tomu bylo i v pripadé systému B (Obrazek 27).
Avsak Zadna interakce pripadného velkého seskupeni lipidii s RNA nebyla dostate¢né
stabilni a uskupenti lipidi molekulu RNA spi$e mijelo na své cesté boxem. U simulace
A je mozné vidét mirny pokles kontaktii okolo 200 ns. Tento pokles byl zptisobem
vznikem lipidovych seskupeni. Kolem molekuly RNA se tedy uz nevyskytovaly
samostatné molekuly lipidid, ale doslo ke vzniku tfi shlukid lipidd — jeden velky
(priblizné 48 lipidi) a dva malé. Velky shluk se uchytil u volnych bazi, jeden
z mensich shlukd u terminalnich bazi a posledni shluk se pouze pohyboval boxem.
Uskupeni shluki se neustile promichéavalo a preskupovalo, kdy nakonec nejvice
preferované bylo uskupeni velkého shluku u terminalnich bazi, ke kterému se
postupné pripojily i ostatni lipidy a vznikl tak jeden velky kompaktni celek vSech
lipidi, coZz se stalo az na konci simula¢niho casu, tj. vjedné mikrosekundé.
V pripade€ systému B (Obrazek 27) doslo jiz kolem 300 ns ke sjednoceni vsech lipida

u terminalniho paru bazi, které bylo stabilni aZz do konce simulac¢niho ¢asu.
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Obrazek 27 Grafy tvorby kontaktii a vodikovych vazeb, popisujici chovani KONFORMACE 1, kterd byla v
simulovanyjch systémech dominantni u dvou systémit A a B. Pocet nové vzniklych kontaktii je zobrazen pomoci
svétle modrych symbolii (+), zatimco vzniklé vodikové vazby jsou znac¢eny tmavé-modrym symbolem (X).

Pro lepsi popis uskupeni lipida byly lipidy rozdéleny podle svého druhu do tfi skupin
a zobrazeny samostatné (Obrazek 28). MiZeme vidét, Ze v ptipadé ionizovatelnych
lipidt ALC-0315 dochéazi k vytvareni obalu, tedy tyto lipidy se vyskytuji primarné
na povrchu celého lipidového seskupeni. Jsou orientovany polarnimi ¢astmi smérem
ven, a je jim tedy umoZnéna interakce nejen svodnym prostiedim, ale také
s molekulou RNA. A¢ ionizovatelné lipidy obsahuji protonizovany tercialni amin,
nebyla zde pozorovana zmeéna hustoty vyskyti -chloridovych aniontd v okoli
lipidového shluku. V uskupeni cholesterola je patrnd orientace jejich
hydroxylovych skupin smérem ven do vodného prostfedi, tedy dochazi k dalsim
hydrofilnim interakcim, vtomto pripadé hydroxylové skupiny s molekulami vody.
Molekuly cholesteroli jsou rovnomeérné rozlozeny v celém shluku lipida a jejich
struktury se mirné dotykaji ve stiedu celého shluku lipidi. Fosfolipidy jsou
zastoupeny malo a vytvareji usporadany stav prostfednictvim vzajemné
rovnobéZznych uhlovodikovych fetézc. MuzZeme videt, Ze dochazi k vytvareni
fosfolipidovych zbn, ve kterych jsou tyto lipidy nahromadény. Stale vsak dochazi
k zachovani jejich orientace, kdy hydrofilni polarni hlavové ¢asti sméfuji smérem ven,

zatimco hydrofobni uhlovodikové fetézce jsou zasunuty do shluku lipida.
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Obrazek 28 Vizudlni zobrazeni 3D struktur koneéného uspordadani simulovanijch systémit - KONFORMACE 1
(systém A a B). Barevné jsou rozliseny ionizovatelné lipidy ALC-0315 (zelené), fosfolipidy DSPC (riizové) a
cholesteroly (Zluté).
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KONFORMACE 2, zahrnuje konecné usporadani systémi (dale oznacované jako

systém C a D), kdy jsou lipidy ve dvou shlucich na terminalnich a volnych bazich.
Pribeh téchto simulaci lze vidét na niZze uvedenych grafech (Obrazek 29). V pripadé
simulace systému C byl vyrazny nartist kontakti v dobé kolem 200 ns zptisoben
snahou o spojeni obou lipidovych shlukd, a tedy obklopeni molekuly RNA.
To zapricinilo, Ze se lipidy vyskytovaly i u rezidui 2 a 7, tedy jinak lipidy
neobklopenych rezidui RNA molekuly. Ktomuto chovani dochézelo v pribehu
simulace vicekrat, coz je viditelné i na grafu, kde znateln€jsi nartst kontakti znaci
snahu o obklopeni RNA. Rozmisténi lipidd u volnych a terminalnich bazi se jevi jako
metastabilni, a prestoZe pretrvavd az do konce simulace (1 mikrosekundy),
pravdépodobné by po prodlouZeni simulace doslo k seskupeni obou shlukt
do jednoho u terminalnich bazi RNA. V ptipadé simulace systému D vidime
na zacatku pozvolny nartst kontaktli, zptisobeny postupnym sjednocovanim lipida
do dvou shluki a jejich kontaktu s RNA. Ackoliv dle graft by se zdalo, Ze se systémy
C a D chovaji stejn€, neni tomu tak. V pripadé simulace systému D se vySsi pocet
lipidd vyskytuje u terminalnich bazi, kdezto v pripadé simulace systému C je vyssi
vyskyt u volnych bazi. Nicméné stejn€ jako u systému C, v pripade€ systému D,
Ize vidét v grafu poctu kontakti, Ze systém vykazuje snahu o obaleni molekuly RNA a
koneénému vytvoreni lipidové nanocastice. U systému D také dochazelo
k dlouhodobému rozlozZeni lipidi u terminalnich a volnych bazi (kolem 800 ns —
od 200 ns do konce simulaéniho ¢asu), ale opét lze usuzovat, Ze tato konformace je
metastabilni a pfi prodlouZeni simulace by doslo ke splynuti obou shlukt do jednoho,

jako jsme pozorovali u simulaci s mensim poctem lipida.
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KONFORMACE 2

Obrazek 29 Grafy poctu kontaktit a vodikovych vazeb popisujici chovani systémiit C (graf vlevo) a D (graf
vpravo), které se vyskytovaly v KONFORMACI 2, Podet nové vznikljch kontaktil je zobrazen pomoci svétle
modrych symbolii (+), zatimco vzniklé vodikové vazby jsou znac¢eny tmavé-modrym symbolem (X).
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Pri blizsim pohledu na rozvrstveni lipidd je zde patrna organizovanost stejné jako
v pfedchozim kone¢ném uspoiradani KONFORMACE 1 (Obrazek 30). Ionizovatelné
lipidy ALC-0315 opét tvori vnéjsi obal celého lipidového komplexu. Vice znatelny je
u vétsich shluki lipidd, nicméné i u nizsiho poctu lipida ve shluku je patrna snaha
o organizovanost. V pripadé cholesterolu opét dochazi k rozmisténi jeho molekul
po celém shluku a kvystréeni hydroxylovych skupin smérem ven ze shluku.
Cholesteroly jsou zde vzajemné vice pribliZzeny a dochéazi k jejich vrstveni a rozmisténi
do vSech stran. Fosfolipidy DSPC jsou situovany na zakladé jejich amfifilnich
vlastnosti, tedy hydrofilni ¢ast smérem ven a hydrofobni c¢ast smérem dovnitf.

Z divodu jejich nizkého zastoupeni nedochazi ke vzniku slozitéjsich

¢i kompaktnéjsich struktur.
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Obrazek 30 Konecéné usporadant systémit — KONFORMACE 2 (systém C a D), kdy jsou barevné rozliseny na
ionizovatelné lipidy ALC-0315 (zelené), fosfolipidy DSPC (riizové) a cholesteroly (ZIuté).
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V pfipadé  KONFORMACE 3 dochazelo k neustilému preusporadani systému a

preskupovani shlukd lipidd jak vrameci druhu lipida, tak i poc¢tem lipidd.
Pocate¢ni ubytek kontakti byl zptisoben vysokym mnoZstvim lipidovych shlukd,
ktery se postupné sniZzoval, protoze dochazelo kjejich postupnému agregovani
ve vétsi celky. V dobé kolem 400 ns se v simulovaném systému vyskytovaly pouze dva
velké shluky lipidd, kdy jeden byl po celou dalsi dobu navazan u terminalnich béazi,
zatimco druhy se voln€ pohyboval simulaénim boxem. Ackoli spolu oba shluky lipidi
vzajemné interagovaly, nedoslo k jejich definitivni asociaci ¢i k uchyceni druhého

shluku u volnych bazi RNA molekuly.
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Obrazek 31 Graf tvorby kontaktit a vodikovijch vazeb, hodnotici chovani KONFORMACE 3, ktery byl v
simulovanych systémech zastoupen jednim systémem E. Podet nové vznikljch kontaktii je zobrazen pomoci
svétle modrych symbolii (+), zatimco vzniklé vodikové vazby jsou znadeny tmavé-modrym symbolem (X).

Pri bliz§im studovani systému E bylo rozpoznano stejné usporadani lipidi jako
v ostatnich 60 lipidovych systémech (Obrazek 32). Tedy i vtéto simulaci doslo
k rozvrstveni ionizovatelnych lipidd ALC-0315 tak, Ze tvorily wvnéjsi vrstvu
pro vSechny ostatni lipidy. Jejich nabité ¢asti (protonovany tercialni amin) sméfuji
smeérem do vodného prostiedi, aby byla umozZznéna interakce s ionty, solvataénim
prostfedim a téz s molekulou RNA. Cholesteroly jsou opét rovnhomérné rozmistény
ve shluku, sméfovany hydroxylovymi skupinami smérem ven. Fosfolipidy DSPC zde
dastecné vytvareji strukturu fosfolipidové dvojvrstvy na zakladé€ jejich amfifilni

struktury.
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IONIZOVATELNE LIPIDY FOSFOLIPIDY (DSPC)
(ALC-0315)

Obrazek 32 Vizudlni zobrazeni 3D struktur koneéného usporddani KONFORMACE 3 (systém E), kdy jsou
barevné rozliseny na ionizovatelné lipidy ALC-0315 (zelené), fosfolipidy DSPC (riizové) a cholesteroly (Zluté).

Ve vSech pripadech simulaci s 60 lipidy nedochazelo ke znatelnéjSimu vyskytu

chloridovych iontd u ionizovatelnych lipidi ALC-0315. Naopak byla pozorovana
zvySena hustota vyskytu draselnych iontd v okoli patere RNA, ktera diky fosfatim
nese zaporny naboj. Dale také stejn€ jako u simulace s 30 lipidy, lipidy nemaji vliv
na samostatnou RNA a pomoci analyzy zmén konformaci cukri, torznich dahla a
helikalnich parametri vSech RNA rezidui, lze vidét, Zze nedochazi k vyznamnym

zménam pri porovnani se simulaci samotné GAGA smycky (Obrazek 33).

Zavérem, v piipad€ systému obsahujicich 60 lipidd dochazelo k primarni interakci
s terminalnim parem bazi GAGA tetraloopu, coz predstavovalo finalni konformaci
pro dva z péti simulovanych systémt (KONFORMACE 1). Navazani shluku lipida
u volnych béazi lze povaZovat za metastabilni stav, ktery by se pravdépodobné
po dostateéné dlouhé simula¢ni dobé sloudil se shlukem u terminalnich bazi (v
KONFORMACI 2). Stejné tak v pripadé KONFORMACE 3 lze ocekavat, Ze dojde
k asociaci dvou shlukd lipida v jeden, a to hned ze dvou divodi. Prvnim divodem je
fakt, Ze tento stav byl pritomen i v systému A, kdy aZ na konci simulaéniho ¢asu doslo
ke spojeni obou lipidovych shluki (Obrazek 27). Druhym diivodem je znalost tohoto
procesu konec¢ného splynuti v jeden celek z mensich simula¢nich systémi o jednom

druhu lipidu, kdy téz dochézelo k seskupeni vsech lipidii u terminalniho paru bazi.
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Obrazek 33 Porovnani zastupcit KONFORMACE 1 a 2. Byly vybrany zastupci grafit popisujici zmény torznich
tthli, konformaci cukru a helikalnich parametrii. Zelené hodnoty definuji chovani systému obsahujici GAGA
tetraloop 1 lipidy, oranzové hodnoty znac¢i chovdni systému samotného GAGA tetraloopu.
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4 ZAVER

Tato bakalarska prace se vénovala MD simulacim RNA smycky s riznymi zastupci
ztad lipida. Jako zastupce RNA byla vybrana GNRA smycka (GAGA tetraloop).
Smycka je i pfes maly pocet rezidui ve vlakné schopna vstupovat do interakei, které se
objevuji u velkych RNA systémt, a zaroven jeji mala velikost umoziuje jeji vypocet.
Ztad lipidi bylo vybrano pét zastupct, tedy dva zastupci ionizovatelnych lipidi a
stejné tak fosfolipidi a jednoho zastupce steroli. U ionizovatelnych lipida se jednalo
o zastupce ALC-0315 a SM-102, fosfolipidy byly zastoupeny molekulami DSPC a
DSPE, a konecné zastupce sterolii, cholesterol. Systémy byly pripravovany nejdiive
v mensich poctech po jednom druhu lipidd (5, 10 a 20 lipidi), v navaznosti byly dale
vytvofeny systémy lipidd napodobujici procentualni zastoupeni v lipidovych
nanocasticich spolecnosti Pfizer. Tyto systémy byly pfipraveny v poé¢tu 30 a 60 lipidd.
Malé systémy obsahujici jeden druh lipidu, vytvarely nejcast€ji interakci
s terminalnimi bazemi GAGA tetraloopu. Vliv interakce RNA s lipidy byl zkouméan
pomoci analyz torznich dhld, konformaci cukri pro vSech osm rezidui a dale také
pomoci helikalnich parametri. Ve vSech pripadech lze Fici, Ze lipidy zasadné
neovliviiovaly svoji pritomnosti molekulu RNA a dochazelo jen k minimalnim
zménam v misté interakci lipidd s RNA. U vétsich systémi byla patrna snaha
o vytvoreni lipidové nanocastice, nicméne k obaleni RNA lipidy bohuZel nedoslo ani
u systému obsahujiciho 60 lipidd. Lipidy v téchto vétsich systémech kazdopadné
vykazovaly viditelné tendence k systematickému usporadavani, ionizovatelné lipidy
na povrchu a cholesterol spolecné s DSPC uvnitf lipidového shluku. Tyto vysledky
vedly krozsifeni systémi az na komplex obsahujici 200 lipidd, jehoz vypocetni
narocnost jej jiz nedovolila zahrnout do této prace a bude soucasti dalsiho studia.
U takového systému lze predpokladat obaleni RNA a tim vytvoreni malé lipidové

nanocastice.

Zavérem lze konstatovat, Ze lipidy preferuji uskupeni u terminalniho paru bazi.
Tento zaver se nam potvrdil takika bez vyjimek v pripadé malych systémii obsahujici
systémti muZeme u 60 lipidovych systému predpokladat, Ze ackoliv ne ve vsech
pripadech byly terminélni baze vyslednym mistem interakei lipidi s RNA, tento stav
je preferovany a ostatni pozorovana usporadani jsou pouze metastabilni uskupeni,

které by pri prodlouzeni simula¢niho ¢asu dospély do stejné konformace.
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5 SUMMARY

This bachelor thesis was focused on the MD simulation of RNA tetraloop with
different lipid representatives. As RNA molecule, only GNRA loop (more specifically
GAGA tetraloop) was chosen. This small molecule is an ideal testing system due to its
low computational complexity. We also used five representatives of lipids — two
ionizable lipids (ALC-0315 and SM-102), two phospholipids (DSPC and DSPE) and
cholesterol. The system was first prepared in smaller numbers of one lipid species (in
numbers of 5, 10 and 20) and then prepared to mimic the percentage representation
in LNPs. These systems were prepared in numbers of 30 and 60 lipids. Small systems
containing one lipid species produced the most interactions with the terminal bases
of the GAGA tetraloop. Whether the RNA structure was affected by these interactions
was analysed using RNA torsion angle analyses, sugar conformations for all residues,
and also base-pair helical parameters. In all cases, the presence of lipids did not
significantly affect the RNA molecule. The larger systems, containing 60 lipids, didn”t
encapsulate the RNA molecule. These results led to future extension of the work to

prepare systems containing 200 lipids.

The conclusion is that the lipids cluster preferentially around the terminal base pair.
This conclusion was observed for small systems containing only one type of lipid. In
the case of more complex systems, we can see that for 60 lipid systems, although not
in all cases the lipids cluster near the terminal bases was the final state of lipid-RNA
complex, this state can be considered as final state, and the others are only
metastable clusters that would reach the same conformation if the simulation time

were extended.
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