VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA STROJNIHO INZENYRSTVi
USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVi

FACULTY OF MECHANICAL ENGINEERING
INSTITUTE OF PHYSICAL ENGINEERING

SVETLEM OVLADANE BIOMOLEKULY

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE JAKUB PLANER
AUTHOR

BRNO 2015






[TTITTTTT] VYSOKE UCENT TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

Eh%

FAKULTA STROJNIHO INZENYRSTVI
N ) USTAV FYZIKALNIHO INZENYRSTVI

FACULTY OF MECHANICAL ENGINEERING
INSTITUTE OF PHYSICAL ENGINEERING

SVETLEM OVLADANE BIOMOLEKULY

PHOTOCONTROLLED BIOMOLECULES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR’S THESIS

AUTOR PRACE JAKUB PLANER

AUTHOR

VEDOUCI PRACE RNDr. PETR KULHANEK, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2015






Vysoké &eni technické v Bry)y Fakulta strojniho inZenyrstvi

Ustav fyzikalniho inzenyrstvi
Akademicky rok: 2014/15

ZADANI BAKALA RSKE PRACE

student(ka): Jakub Planer
ktery/ktera studuje \bakalaiském studijnim programu

obor: Fyzikalni inzenyrstvi a nanotechnologie (3901R043)

Reditel Ustavu Vam v souladu se zakonem 11/1998 o vysokych 3kolach a se Studijnim a
zkuSebnintadem VUT v Br@ uréuje nasledujici téma bak#s&é prace:

Swétlem ovladané biomolekuly
v anglickém jazyce:

Photocontrolled Biomolecules

Struwend charakteristika problematiky ukolu:

Derivaty azobenzenu se vyzigi moznosti pepinani pomoci s¥la mezi cis a trans izomery.
Budou-li tyto slodeniny zabudovany ve vhodnych biomolekulachizeme s¥tlem nenit
jejich strukturu a tim i funkci celé biomolekulytUglent se seznami s kvantoshemickymi
vypocty v programu Gaussian gebnymi pro popis derivatu azobenzenu a s modelovani
biomolekul pomoci molekularni dynamiky v programmBer. V praci bude také zngimo, jak

se daji pouzité vygetni metody aplikovat na probléngsené na UFI.

Cile bakal#ské préace:

Cilem studenta bude studovat moznosti vyuziti ddiriazobenzenu na ovladani vlastnosti
vybranych biomolekul pomoci &elného z#eni. Prace bude spivat v aplikaci kvanto¥
chemickych vypdti pro charakterizaci stlem indukované E/Z izomerizace derifvéat
azobenzenu. Vyptené vlastnosti pouZije k vyvoji nového silovéhdepdteré pouZije spolu
se silovymi poli vhodnymi pro popis biomolekul prtudium vlastnosti a dynamiky
biomolekul funkcionalizovanych molekulami obsahuj@zobenzenovy fragment. Student
rovrnéZz posoudi moznosti vyuziti uvedenych v§pmich metod pro simulaci interakce hrotu
SPM s povrchy pevnych latek.

Seznam odborné literatury:

[1] LEACH, R. Molecular modelling principles and@jeations. Vyd. 1. London:
Prentice-Hall, 2001, 744 s. ISBN 05-823-8210-6.

[2] OTIS, Francois, Michéle AUGER a Normand VOYHEploiting Peptide Nanostructures



To Construct Functional Artificial lon Channels.deints of Chemical Research. 2013-12-17,
vol. 46, issue 12, s. 2934-2943. DOI: 10.1021/a04d®. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ar400044k

[3] BLANCO-LOMAS, Marina, Subhas SAMANTA, PedroGAMPOS, G. Andrew
WOOLLEY a Diego SAMPEDRO. Reversible PhotocontroPeptide Conformation with a
Rhodopsin-like Photoswitch. Journal of the Ameri€iremical Society. 2012-04-25, vol. 134,
issue 16, s. 6960-6963. DOI: 10.1021/ja301868ptupoe z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ja301868p

Vedouci bakalgské prace: RNDr. Petr Kulhanek, Ph.D.

Termin odevzdani bakakké prace je stanoveéasovym planem akademického roku 2014/15.

V Brné dne 24. 11. 2014
L.S.

prof. RNDr. Tomas Sikola, CSc. doc. Ing. Jaroslav Katolicky, Ph.D.
feditel Gstavu dékan



Abstrakt

Tato prace je zaméfena na molekularné dynamické simulace umélého fotocitlivého ionto-
vého kanalu a AFM hrotu. Pii sestavovani modelu iontového kanalu byly pouzity DFT
metody pro reparametrizaci silového pole GAFF popisujici pfemostény azobenzen, ktery
slouzil jako svétlem ovladany molekularni prepinac, a pomoci simulaci jsme prokazali, Ze
nami vyvinuté parametry vhodné popisuji chovani sestaveného modelu iontového kanélu
v lipidové dvouvrstveé. Déle jsme sestavili model AFM hrotu a pomoci molekularni dyna-
miky pozorovali vznik vodniho menisku mezi hrotem a podlozkou z a-kfemene. Prinosem
této prace je soubor novych parametri opravujici silové pole GAFF pro spravny popis
premosténého azobenzenu, ovéreni funkénosti modelu navrhnutého iontového kanalu a vy-
tvoreni funkéniho modelu AFM hrotu, na kterém je mozno dale studovat vznik vodniho
menisku.

Summary

This work is focused on molecular dynamics simulations of artificial photosensitive ion
channel and AFM probe. To assemble this ion channel, DFT methods were employed for
reparametrization of the GAFF force field describing the bridged azobenzene, which was
used as a light controlled molecular switch. We proved by molecular dynamics simulations
that newly developed parameters correctly describe behavior of assembled model of ion
channel in a lipid bilayer. We also constructed a model of AFM probe and observed
formation of water meniscus between the AFM probe and surface, both made of a-quartz,
by employing molecular dynamics simulations. A contribution of this work is the set of
new parameters extending GAFF force field for description of the bridged azobenzene.
We also verified functionality of ion channel model and model of AFM probe, which can
be used for the further water meniscus studies.

Klicova slova
Reparametrizace, molekulova mechanika, molekularni dynamika, DFT, iontovy kanal, pie-
mostény azobenzen, AFM hrot, vodni meniskus

Keywords
Reparametrization, molecular mechanics, molecular dynamics, DFT, ion channel, bridged
azobenzene, AFM probe, water meniscus
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1. Uvod

»The underlying physical laws necessary for the mathematical theory of
a large part of physics and the whole of chemistry are thus completely known,
and the difficulty is only that the exact application of these laws leads to equati-
ons much too complicated to be soluble.”

- Paul Adrien Maurice Dirac

Diky obrovskému pokroku v informacnich technologiich se v posledni dobé dava na
vzestup obor, ktery vyuziva poznatky z teoretické chemie k vyvoji programii zkoumaji-
cich vlastnosti molekul - vypocetni chemie. V dnesni dobé jsou metody vypocetni chemie
vyuzivany napfiklad farmaceutickymi firmami pro urychleni a zlevnéni vyvoje novych
1éki. Velké uplatnéni nasly v Sirokém okruhu védeckych pracovist diky moznosti porov-
navat vysledky experimentu s vysledky pocitacovych simulaci. Vzhledem k soucasnému
trendu ve zvySovani vypocetniho vykonu superpocitaci a zlepsovani védeckého softwaru
tak i v komer¢nim prostredi.

Ve vypocetni chemii existuji dva zakladni sméry, pomoci kterych se pocitaji vlastnosti
nejen atomli a molekul, ale i riiznych nanostruktur. Prvni smér se opira o kvantovou
mechaniku, kterda poskytuje presnéjsi vysledky, ale je vypocetné velmi naroc¢na. Druhy
okruh metod vychézi z klasické, Newtonovské, mechaniky. Jeji vypocetni naroc¢nost je
nesrovnatelné nizsi, avsak za cenu snizené presnosti vysledkt v disledku pouziti celé fady
empirickych vstupnich parametri.

Prvnim tkolem této prace bylo sestaveni modelu svétlem ovladaného iontového ka-
nalu. Tontové kandly jsou struktury zabudované v bunécéné membrané, které maji za kol
prenaset pres tuto membranu rtzné ionty. Pokud bychom byli schopni ovladat tyto na-
nostruktury zvnéjsku (svétlem), mohly by mit potencidlni vyuziti ve vnaseni vzruchii na
synapse neuronti nebo jako protirakovinné lé¢ivo. Pro splnéni tkolu bylo potteba skloubit
oba popsané sméry vypocetni chemie, tj. kvantové chemicky a Newtonovsky popis, pro
sestaveni modelu iontového kanalu a pomoci molekuldrné dynamickych simulaci zhodno-
tit chovani iontového kanalu zabudovaného v lipidové membrané. Tento projekt vznikl na
podnét Dr. Vladimira Pekafika z vyzkumné skupiny Bunééna a molekularni neurobiologie,
Centrum neurovéd, Stfedoevropského technologického institutu.

Ve druhém tikolu jsme se zabyvali modelovanim hrotu pouzivaného v mikroskopii ato-
marnich sil a simulaci vodniho menisku mezi hrotem a povrchem vzorku. Vodni meniskus
zasadnim zpusobem ovliviiuje vysledky méfeni mikroskopu a je snahou védcii tomuto fe-
noménu co nejlépe porozumeét. Navic byly na konci minulého stoleti objeveny metody
pripravy nanostruktur, které vyuzivaji hrot i vznikly vodni meniskus. V této ¢asti jsme
vytvorili funkéni model hrotu, na némz budeme moci v budoucnu studovat tuto dilezitou
interakci.

Clenéni piedlozené prace je nasledujici. V prvni kapitole se budeme vénovat pouzitym
vypocetnim metodam a popiseme principy, na kterych stoji. Druha kapitola shrnuje znamé
vlastnosti jednotlivych komponent budovaného fotocitlivého iontového kanalu, jeho popis
a vize funkénosti. Zavérem kapitoly zminime par slov o mikroskopii atoméarnich sil, tvorbé
vodniho menisku a jeho vyuziti. Tteti kapitola shrnuje dosazené vysledky a jejich diskuzi.



2. Vypocetni metody

Metody vypocetni chemie lze rozdélit na dva smeéry, které se k pocitani vlastnosti
studovanych systému stavi vyrazné odlisSnym zptisobem - metody kvantové chemie a mo-
lekulovou mechaniku.

Molekulovd mechanika spolu s molekularni dynamikou pouzivaji klasickou (Newto-
novskou) mechaniku. Na jednotlivé atomy pohlizi jako na hmotné body, které nesou elek-
tricky naboj. Zaklad molekulové mechaniky tvori silové pole, coz je empiricky vztah, ktery
prevadi rozlozeni atoml v prostoru na potencialni energii systému. Diky jednoduchému
pristupu mizeme tento popis pouzit k modelovani velmi rozsahlych systémt. Touto me-
todou byly napriklad studovany nanocéastice zlata spojené vlakny DNA, jak zachycuje
obrazek 2.1, kde bylo nutné pocitat s vice nez dvéma miliony atomti. Mezi hlavni nevy-
hody molekulové mechaniky patii velky pocet parametri, ktery musi byt predem znam,
a také neschopnost predpovédi fyzikalnich vlastnosti souvisejici se zménou elektronové
hustoty.

£
= £
w =
- R
i h
T =
< I
«<

Obrazek 2.1: Struktura nanocastic zlata spojenych vlakny DNA simulovana pomoci mo-
lekularni dynamiky. Systém se sklddal z vice nez dvou milioni atomt. Pfevzato z [1]

Metody kvantové chemie se opiraji o kvantovou mechaniku. Timto pristupem dosahu-
jeme presnéjsich vysledk, je zapotiebi méné parametri (ab initio metody dokonce nevy-
zaduji zadné vstupni parametry), avSak naroc¢nost vypocti je s molekulovou mechanikou
nesrovnatelna. I kdyz bylo vyvinuto nékolik rznych pristup, jak dospét co nejpfesnéji
a zaroven za rozumny cas k vysledkiim, muzeme v soucasnosti pocitat systémy obsahujici
maximalné stovky atomt.

Existuje zpisob, jak zkombinovat vyhody obou sméri. Z kvantové chemickych metod
muzeme vypocitat parametry silového pole pouzitého v molekulové mechanice. Tento
pristup je velmi uziteénym néastrojem pro vyvoj novych silovych poli, v této praci jej
pouzijeme pro hledani novych parametrt silového pole, aby spravné popisovalo chovani
studovanych molekul.



2.1. MOLEKULOVA MECHANIKA
2.1. Molekulova mechanika

Molekulova mechanika je zalozena na Bornové-Oppenheimerové aproximaci, kterd zavadi
energii systému jako funkci poloh jednotlivych jader atomt. Matematicky predpis, ktery
prevadi polohy jader na energii, se nazyva silové pole a zpravidla pouziva nékolik jed-
noduchych funkci pro potiebny popis meziatomovych interakci. Mezi zakladni interakce
patii interakce kratkodosahové: natahovani vazeb, deformace valen¢niho tthlu a otaceni
kolem vazeb, a interakce dalekodosahové: elektrostatické a van der Waalsovy interakce.

Silové pole vyuziva empirickych parametri k vypoc¢tu téchto interakci. Jedna se na-
priklad o tuhosti vazeb, rovnovazné délky vazeb nebo 1hld, elektrické naboje na atomech
a mnoho dalsich.

Pokud jsme schopni vypocitat energii systému v zavislosti na polohach jader atomii,
muzeme zkoumat struktury molekul. Systém miize zaujimat takové rozlozeni, pro které
dosahuje energie vypoctena ze silového pole minimalni hodnoty. Tento jednoduchy model
umoznuje studovat rozsahlejsi systémy, nez kvantové mechanické metody. Bylo vyvinuto
jiz mnoho silovych poli, které se lisi svymi parametry, ale také empirickymi vztahy.

Dtilezitou vlastnosti vSech silovych poli je pfenositelnost empirickych parametri. Tim
se rozumi, ze soubor parametrii musi dostate¢né presné popisovat alespon néjakou skupinu
molekul. Kdybychom méli pro kazdou molekulu zadavat jiné parametry, silové pole by bylo
malo pouzitelné.

2.1.1. Silova pole AMBER

V této praci byla pouzita silova pole ze sady AMBER, ktera jsou parametrizovana na
rizné typy organickych molekul nebo biomolekul. Naptiklad silova pole ff99SB a {f12SB
[2] jsou vhodnd pro popis aminokyselin, proteinii nebo DNA. GAFF (General Amber Force
Field) obsahuje parametry popisujici chovani malych organickych molekul [3]. Silova pole
AMBER pocitaji potencialni energii z kratkodosahovych a dalekodosahovych interakci
jejichz obecny predpis vypada nasledovné [1][5]:

V(rl,...,rN):Z%(ri—TOi)Q%—Zl (6; — 0oi) —|—ZZ [1 4 cos(nw — v,)]

vazby Ghly torze n
+ = d¢;; i S ) 4+ Y
ZZ( ’ < ) (%‘) ] dmeori

1=1 j#i
Prvni ¢len popisuje energii kovalentni vazby mezi dvéma atomy. K¥ivka potencialni energie
pro typickou kovalentni vazbu méa tvar Morseho potencialu.

(2.1)

E, = D, (1 — exp[—a(l — Iy)])’ (2.2)

Jelikoz je tato zavislost pro vypocet narocna, pouziva se harmonicka aproximace, ve které
je energie vazby nahrazena jednodussim harmonickym potencialem.

k
E, =<

(=) (2.3)



2.1. MOLEKULOVA MECHANIKA
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Obrazek 2.2: Harmonicka aproximace

Jak je patrné z obrazku 2.2, tato aproximace méa jedno zasadni omezeni - vazba mezi
dvéma atomy je neporusitelna. Z tohoto diivodu neni mozné simulovat pomoci vétsiny si-
lovych poli chemické reakce, pfi kterych vznikaji a zanikaji vazby [4]. Pro zvySeni pfesnosti
se mohou pouzit ¢leny vyssiho fadu (kubicky, kvartérni, atd.). Mezi empirické parametry
patii [y vyjadiujici rovnovaznou vzdalenost a silova konstanta k.

Druhy ¢len rovnice 2.1 je ptispévkem energie v disledku zmény valen¢niho thlu 6.
Tento vztah je opét popsan harmonickym potencidlem.

B, = g(e — 0)? (2.4)

Presnost uvedeného vztahu Ize opét zvysit zohlednénim ¢lent vyssich fadd. Empirickymi
parametry v tomto prispévku jsou 0y vyjadiujici rovnovazny tuhel a silova konstanta k

Energie torznich 1hla je poslednim vztahem vazebné interakce vystupujici v rovnici
2.1. Tento prispévek v sobé obsahuje energii zptisobenou zménou konfigurace v disledku
otoceni kolem vazby . Prikladem mize byt molekula ethanu, pro kterou existuji t¥i kon-
formace, které maji riznou energii v disledku rotace kolem vazby C-C. Torzni potencial
je témér vzdy uvadén ve vyse uvedeném vztahu, jako kosinova fada. Silova pole AMBER
obsahuji jeden az dva ¢leny kosinové fady pro popis torzniho potencidlu [4]. Na ordzku
2.3 je naznaceno natahovani vazby, deformace valen¢niho thlu a otéceni kolem vazby.

Dalsimi prispévky celkové energie jsou nevazebné interakce. Prvni z nich je van der
Waalsova interakce. Sklada se z pritazlivé a odpuzujici ¢asti a je ji mozné zapsat pomoci
Lennard-Jonesova potencialu. Pritazlivou ¢ast rostouci k nule s Sestou mocninou vzdale-
nosti 1ze odvodit na zékladé interakce dvou dipdli, avSsak odpudiva cast je Cisté empiricky
vztah.



2.1. MOLEKULOVA MECHANIKA

(b) Deformace valen¢niho thlu
(a) Natahovani vazby
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(c) Otéceni kolem vazby

Obrazek 2.3: Vazebné interakce silovych poli AMBER

Poslednim ¢lenem rovnice 2.1 je elektrostaticka interakce a je pocitana z Coulombova
zakona. Parametry ¢;, ¢; znaci parciadlni nadboje rozmisténé na atomech.

Pokud tedy chceme vypocitat energii systému pomoci molekulové mechaniky, musime
znat v rovnici 2.1 néasledujici empirické parametry:

ki, L 103, Ooiy Vi, Yo €65 Oy

2.1.2. Parametrizace silového pole

Silova pole ze skupiny AMBER  jsou dobrym zakladem pro simulaci biomolekul nebo ma-
Iych organickych latek. Je vsak jasné, ze nemiizou spravné predpovédét chovani vsech
latek. Pokud neni popis silovym polem piesny, je mozné u vybranych atomt zménit pa-
rametry silového pole takovym zpisobem, aby vysledny popis co nejlépe odpovidal bud
experimentalnim datim, nebo hodnotam vypocitanymi presnéjsimi, nejcastéji kvantove-
-chemickymi, metodami.

Force matching

V celé podkapitole jsme vychézeli z literatury [6], neni-li uvedeno jinak.
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Metoda Force matching nabizi postup, jak najit vhodné parametry silového pole, po-
kud nevyhovuje redlnému chovani. Zakladnim konceptem je snaha o minimalizaci funkce

L N

= S L) - FP (25)

=1 a=1

kde 7 znac¢i soubor optimalizovanych parametrt silového pole pomoci souboru referen-
¢nich sil pro N atomi F?a vypocitanych pomoci DFT nebo ab initio metod. L znamena
pocet konfiguraci systému, pro které tyto referencni sily zname. Cesta k urceni parametrt
obsahuje nasledujici ¢tyti kroky:

e Vytvoreni referen¢nich struktur systému.

e Urceni referen¢nich hodnot F?a a elektrostatického potencialu kolem systému z QM
metod.

e Vypocet atomovych nabojl ¢, z elektrostatického potencialu.
e Force matching metoda

V poslednim bodé se nejprve z referencnich hodnot odectou nevazebné sily pomoci
vypoctenych naboji a parametrti Lennard-Jonesového potencialu. Dostaneme tak sily
vzniklé disledkem vazebnych interakci. Rovnice 2.5 pak pro soubor vazebnych parametri
T, prejde na tvar

L, N
02(7'1;) — ZZ)F%MU<TU) _ (FZCZM _ Fl]\aJMnb) ‘2 (2.6)
=1 a=1

MM, : e e 1 o . R
kde F;” " je nevazebna sila ptisobici na 1 atom pii dané konfiguraci. Minimum funkce
0%(7,) se hled4d pomoci numerickjch minimaliza¢nich metod.

2.2. Metody kvantové chemie

Zékladem vypocetnich metod, které se opiraji o kvantovou mechaniku, je bezcasova Schro-
dingerova rovnice![7].

ﬁ¢(r1,r2,...) :E¢(r1,r2,...) (27)

r; jsou polohové vektory castic, H se nazyva Hamiltontiv operator, ktery se sklada z ope-
ratoru kinetické a potencidlni energie. Pro systém N elektronti a M jader jej mtzeme
zapsat ve tvaru [3]

MN - g2 62 o2 1 e2 M M 7.7 M N Z, NN
#= 3 ~an (o o *a—zz)ﬁ'ﬁeo@z D) Dk 3D By

N
1 54 Y i=1 j=1 Y i=1 j#i

'Rovnice byla publikovana roku 1926 rakouskym fyzikem Erwinem Schrédingerem, po kterém je poj-
menovana.
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Analytické Feseni Schrodingerovy rovnice je znamo pouze pro nékolik nejjednodussich sys-
tému. Jako priklad mizeme uvést ¢astici v nekone¢né hluboké potencialové jameé, kvantovy
harmonicky oscilator a atom vodiku.

Hranice mezi feSitelnymi a nefesitelnymi tlohami je vidét na prikladu atomu He. Tato
tloha spadd do problému tii téles (atom helia se sklada ze dvou elektroni a jednoho
jadra), u néhoZ neznédme presné feseni.

Dalsi komplikace spociva v tom, ze nerelativistickd kvantovd mechanika nezahrnuje
explicitné spin elektronil, ktery je nezbytny pro spravny popis atomt a molekul. Pro
praktické pouziti potfebujeme popsat mnohem rozsahlejsi systémy, nez je atom vodiku.
Proto se musime spokojit s pfibliznym feSenim.

2.2.1. Ab initio metody

Vsechny kvantové mechanické metody vychazeji z Bornovy-Oppenheimerovy aproximace.
Hmotnost protont je o mnoho vétsi (asi 1836krat), nez hmotnost elektront a diky tomu se
elektrony pohybuji o mnoho rychleji, nez jadra. Tim padem jsou schopny témér okamzité
reagovat na zménu poloh jader [1]. Proto predpokladame, Ze se elektrony pohybuji v elek-
trostatickém poli fixnich jader. Naopak jadra pomalu reaguji na efektivni pole rychle se
pohybujicich elektroni. VInovou funkei systému g uvazujeme ve tvaru [9]

Vs(ri, Ry) = te(rs, Rj)Yn (Ry) (2.9)

kde 1. je vinova funkce elektronti a ¢ vlnova funkce jader.

Celkovou energii systému Eg se da potom zapsat souctem vibracni, rota¢ni a tran-
sla¢ni energie Ey a potencialni energie E, (potencidlni energie jader a potencialni energie
elektronti pohybujicich se v elektrostatickém poli jader spolecné s elektron-elektronovou
interakei).

Es=E.+ Ey (2.10)

Schrodingerova rovnice je i po uziti Bornovy-Oppenheimerovy aproximace pro bézné sys-
témy nefesitelna, nicméné bylo vyvinuto nékolik metod, jak dospét alespon k pfibliznému
FeSeni [4].

Hartreeho-Fockova metoda

Jednim z uzitecnych ab initio pristupt je Hartreeho-Fockova metoda. Hlavni myslenka
Hartreeho-Fockovy metody spociva v tom, ze mnohaelektronovou vlnovou funkci systému
s(ry, Ty, ... ) uvazujeme ve formé Slaterova determinantu, ktery se po¢ita z jednoelektro-
novych vlnovych funkei [9]. P¥i této definici ¥g je totiz zajisténa velmi dulezitd vlastnost
vSech fermionti - antisymetrie vilnové funkce. VInova funkce systému tedy vypada nasle-
dovné:

Yi(r1)  o(ry) ... Un(ry)

1 |i(ra)  tha(r2) ... ¥n(ra)
’QZJs(I'l,I'Q,...) :W (211)
Yi(rn) Yalrn) ... Un(rwy)
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Rozepsanim determinantu bychom dostali V! ¢lenii. Pfredpokladame, Ze jednoelektronové
vlnové funkce 9;(r;) jsou normalizované, pak konstanta \/LNf, normalizuje vlnovou funkci
¥s(ry,ry, ... ) celého systému. Pomoci varia¢niho principu z vyrazu pro celkovou energii
a uzitim metody Lagrangeovych multiplikatori dojdeme k Hartreeho-Fockovym rovnicim

pro jednoelektronové vlnové funkce [9].

—;—mAzm Z sz +Z{/'wﬂ_rj|drmz<rz>—

Jj=1 J#i
o, ] /1/} ITJ ’tb@ I'J jlpj(ri)} :€i¢i(ri)

Operator ptisobici na funkce ;(r;) se nazyva Focktv operator a lze jej rozdélit na tii
casti. Prvni ¢ast

(2.12)

M
7.
2
3.2
=1 i
popisuje kinetickou a potencialni energii elektronu v poli jader. Coulombicka ¢ast

Z |1 (rj)] WS qr,

]3&7, |r'L r] |

zahrnuje elektron-elektronovou interakci a vymeénna ¢éast

_Z(S 04, 05) /w r]_w;]? r;;(r;)

J#i

popisuje interakci elektront se stejnymi spiny. Praveé posledni ¢ast zajistuje nulovou prav-
dépodobnost nalezeni dvou elektronti se stejnym spinem v jednom bodé. Je tak vyhovéno
Pauliho vylucovacimu principu.

Timto postupem dojdeme k soustavé nelinearnich integrodiferenciélnich rovnic, ktera
muze byt feSena pfimo numerickymi metodami nebo mizeme vlnové funkce 1); rozepsat
do konecéné ortonormalni baze [1].

k
P = Z CijPi (2.13)
j=1

Tim dospé&jeme k soustavé nelinearnich rovnic, které se nazyvaji Roothanovy rovnice [9].
Velkym nedostatkem HF metody je chyba zptisobena pouzitim jednoelektronové aproxi-
mace a to nezahrnuti korelacni energie. Tento nedostatek resi navazujici post-HF metody
nebo metody funkcionalu hustoty.
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2.2.2. Teorie funkcionalu hustoty

Teorie funkcionalu hustoty (DFT) patii dneska k nejpouzivanéjsim metodam kvantové
chemie diky dobrému poméru pfesnosti a vypocetni narocnosti. Poc¢atkem této teorie by
se dal povazovat rok 1964, kdy panové Pierre Hohenberg a Walter Kohn ukazali, Ze energie
zékladniho stavu je jednoznaénym funkciondlem elektronové hustoty [10].

Es = Es|p] (2.14)

Toto je velmi zaraZejici fakt, nebot vlnova funkce systému s N elektrony, ze které miZeme
vypocitat energii uzitim Schréodingerovy rovnice, je funkce 3N proménnych, zatimco elek-
tronova hustota p, kterad vyjadiuje rozlozeni pravdépodobnosti vyskytu elektronii v pros-
toru, je funkce jen tfi proménnych. Z vypocetniho hlediska bude tedy vyhodné;jsi pracovat
misto vlnové funkce s elektronovou hustotou.

Kohn a Sham rozepsali funkcional nasledovné [4][7]:

Elp] = Enelp] + Eeelp] + T'[p] + Exclp] (2.15)

Prvni ¢len popisuje interakci elektront s vnéjsim potencidlem tvorenym kladné nabitymi
jadry Vu(r). Funkciondl En.|[p] je tedy dan vyrazem

Enelp] = / (1) Vo) (2.16)

Druhy funkcional zahrnuje Coulombovskou interakei elektronti. Mtzeme jej vyjadrit jako

// = —r2| d 1dry (2.17)

T[p] je funkcional kinetické energie. Bohuzel neni zndm jeho presny piedpis z elektronové
hustoty. Z kvantové mechaniky jsme vSak schopni vypocitat kinetickou energii neintera-
gujicich elektront ve vnéjsim poli kladné nabitych jader [9].

h2
oV V)] = e (218)

Celkovou kinetickou energii N elektront vypocitame jako

/ a) (-5 ) wto (219

Vlnové funkce v;(r) musime hledat tak, aby z nich vychézela skute¢né elektronova hustota
systému. Neboli musi platit podminka

lei(r)l2 = p(r) (2.20)

Posledni ¢len rovnice 2.15 je tzv. vyménny-korelacni funkcionél zohlednujici chyby,
kterych jsme se dopustili v disledku aproximace.

Prvni aproximace vznikla zapisem funkcionalu E... V energii je totiz zahrnuta inter-
akce elektronu se sebou samym, nebot z hustoty, na rozdil od vlnové funkce, nelze poznat,

10
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jakému elektronu a v jakém mnozstvi v daném bodé hustota patii. Vyménna ¢ast se snazi
eliminovat tuto chybu.

Druhé aproximace spociva ve vypoctu kinetické energie neinteragujicich elektroni.
Kinetické energie elektronti, které navzajem ptisobi, je jina. V korelacni ¢ésti se pokousime
zahrnout rozdil téchto energii.

Pfesny tvar vyménného-korela¢niho funkcionalu neni zndm. Prvnim krokem byva roz-
déleni problému na vyménnou a na korelacni c¢ast. V kazdém vyvinutém funkcionalu
energie se tento problém fesi rizné.

Energie zédkladniho stavu, ktery se DF'T metody snazi nalézt, je spojeno s minimalni
hodnotou celkové energie. Hledame tedy takové rozlozeni elektronové hustoty, aby energie
systému byla minimélni. Je-li p(r) hustota N elektront, musi platit

/p(r)dr =N (2.21)

Uzitim metody Lagrangeovych multiplikatorti, kde jako vaznou podminku uzijeme rovnici
2.21 a multiplikdtor oznac¢ime —pu dostaneme vyraz pro extrém energie [4]

0E[p(r)] _
op(r)

Tato rovnice plati pouze za predpokladu, ze vnéjsi potencial je konstantni. Pozadujeme
tedy fixni polohy jader, coz je po zavedeni Bornovy-Oppenheimerovy aproximace splnéno.

Vyraz na levé strané v pfedchozi rovnici mizeme rozepsat pomoci funkcionalu celkové
energie v rovnici 2.15[9].

OElp()] _ .\, dExc|p(r)]
Sp(r) Vear( )+ /‘I'_I'll SRS op(r) (223)

K rovnici 2.22 lze dojit ze Schrﬁdingerovy rovnice 2.18 za podminky, ze vlnové funkce
1; jsou ortogonalni. Potencial jader pouze nahradime efektivnim potencidlem Vs, ktery
obdrzime z funkcionalu pro celkovou energii. Timto dospéjeme ke Kohnovym-Shamovym
rovnicim, které lze zapsat ve tvaru [7]

(2.22)

2
[—% + Veff] Vi = €t (2.24)
kde
Vers = Vear(r) + / |rp(_r1r)1|dr1 + Vxe(r) (2.25)

Predpokladdme, Ze 1ze najit vyménné-korelacni potencidl V¢ (r), pro ktery plati:

Exclp(r)] = / Vo (r)p(x)dr (2.26)

Kohnovy-Shamovy rovnice se fesi itera¢ni metodou, kterd vede k self-konzistenci. Je tfeba
provést pocatecni odhad elektronové hustoty, ktery dosadime do rovnice 2.24. Tim dosta-
neme soubor novych Kohnovyjch-Shamovych orbitali, ze které vypocitame novou elektro-
novou hustotu do dalsiho kroku. Tento postup se opakuje, dokud se nedosahne konzis-
tentniho vysledku [9].

11
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Funkcionaly energie se déli do nasledujicich skupin podle rtizného pristupu, jak tento
potencial priblizné odhadnout.

Lokalni funkcionaly

Nejjednodussi cestou, jak obdrzet vyménné-korelacni potencial Vx ¢, je aproximace lokalni
hustoty. Toto zjednoduseni je zaloZeno na predpokladu, Ze elektronovéa hustota p(r) je
v celém objemu konstantni. Pro vyménny funkcional byl Slaterem roku 1971 odvozen
analyticky predpis. Korelacni ¢ast je popsana naptiklad VWN funkciondlem (vyvinutym
Voskem, Wilkem, Nusairem roku 1980) [4].

Nelokalni funkcionaly

Lokalni funkcionaly v nékterych pripadech naprosto selhavaji. Moznym zlepSenim je za-
vedeni zavislosti potencialu i na gradientu elektronové hustoty. Obvykle se opét problém
rozdéli na hledani vyménné a korelacni ¢asti zvlast. Jednim z nejznaméjsich nelokalnich
funkcionalt je BLYP, ktery obsahuje vyménnou c¢ast objevenou Beckem a korelac¢ni ¢ast
od pant Lee, Yang a Parr [1].

Dalsim rozsifenim jsou meta-funkcionaly pracujici i s laplacianem elektronové hustoty.

Hybridni funkcionaly

Hlavni myslenkou hybridnich funkcionalt je vyjadieni vymeénné c¢asti, ktera se vypocita
pomoci vyménného funkcionalu z Harteeho-Fockovy metody a c¢astecné z lokalnich a ne-
lokéalnich funkcionalid. HF metoda totiz neni tolik zatizena chybou v dtsledku elektron-
-elektronové interakce. Slatertiv determinant pro HF metodu pocitame z Kohnovych-Sha-
movych orbitald. Tento pristup vede ke zlepseni presnosti, avSak za cenu pomalejsiho
vypoctu kvili vypoctu HF vyménné energie.

Jednim z velmi pouzivanych hybridnich funkciondal je BSLYP. Jedn4 se o Beckeho tiipa-
rametrovy funkcional s korela¢nim potencidlem od Leeho, Yanga a Parra. Tvar vymeén-
ného-korela¢niho funkcionélu je nésledujici [7]:

B3P = (1 — ag) EXPA + 0o BYY + a, AES® + ac EEYY + (1 —ac)EEYY  (2.27)

V této praci byl pouzit M06-2X funkcional publikovany Y. Zhaem a D. G. Truhlarem
[11]. Patf{ do hybridnich meta-funkciondld a zahrnuje 54% vyménné energie z HF metody.
Vymeénny-korelacni potencial je poc¢itan ze vztahu:

_ X X
By = T'OE)I?F + (1= E)E)?FT +Eg" (2.28)

Bazové funkce v DFT
Dilezitym krokem, ktery vyuzivaji DFT programy, aby dospély k feseni Kohnovych-
-Shamovych rovnic je rozepsani vinovych funkci v); do konecné baze.

K

P = Z Cijlhj (2.29)

=1

12
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V DFT metodé se nejcastéji pouzivaji dva typy bazi. V obou pfipadech se opiraji o tvar
vlnovych funkei, které jsou feSenim pro atom vodiku. Baze mé tedy tvar [4]

Mn,l,m(ra ‘97 ¢) = Rnl(r)}/lm<97 ¢) (230)

R, (r) se nazyva radialni ¢ast, Yy, (0, ¢) angularni ¢ast.

13

e STO - Slater type orbitals - je baze, kterda ma analytickou formu radialni c¢asti

navrzenou fyzikem J. E. Slaterem:
Ru(r) = Nr"te " (2.31)

kde N je normalizac¢ni konstanta, n pfirozené ¢islo a ( konstanta zohlednujici stinéni
elektronti od jader v mnohaelektronovych systémech.

Vyhodou STO béze je velmi presné vyjadieni atomovych orbitald, v mnoha pfi-
padech vsak neni vhodna z toho divodu, Ze miize byt velmi obtiZzné az nemozné
vypocitat interakci dvou elektronti, které se nachazi na riznych atomech. Kvuli
tomuto problému byl zaveden druhy typ bazi [1].

GTO - Gaussian type orbitals - maji podobny tvar, jako STO, avsak s jednim pod-
statnym rozdilem. Radialni ¢ast R,;(r) ~ e~¢"*. Diky tomu se d4 soucin dvou orbi-
talil i na riznych atomech napsat jako jeden orbital lokalizovany na spojnici mezi
dvéma jadry. GTO vsak maji jisté nedostatky. Prvni nedokonalost vznika pfilis rych-
Iym utlumenim funkce ve velkych vzdalenostech elektronu od jadra. Druha slabina
je zaobleni a pokles extrému funkce R,;(r) v pocatku. Z téchto duvodu bychom
se nahrazenim STO za GTO dopustili prili§ velké chyby, proto se kazdy atomovy
orbital vyjadiuje linedrni kombinaci Gaussovych funkci. Timto krokem dostaneme
kontrahované orbitaly Gaussova typu (CGTO) s nasledujicim tvarem radidlni ¢asti

[4]
Ruy(r) =Y Nye o (2.32)

K dostatecné presnému vyjadieni Slaterova orbitalu potirebujeme alespon tii Gaus-
sovy funkce. Vhodnym zvolenim konstant N, obdrzime bazi STO-3G, uzitim Cctyt
Gaussovych funkci pak STO-4G.

Uziti CGTO baze miize byt v mnoha piipadech stale nepfesné, predevsim pti poci-
tani s atomy na konci radk periodické soustavy prvki. Z tohoto i dalsich dvodt se
valen¢ni Kohnovy-Shamovy orbitaly, které nejvice reaguji na okoli, vyjadiuji linearni
kombinaci vice CGTO béazi. Podle po¢tu CGTO bazi na jeden KS orbital rozlisu-
jeme béaze DZ (double-C), TZ (triple-(), piipadné dalsi. Vétsinou se pro spravny
popis rozlozeni naboje na atomech pridavaji k bazi tzv. polarizacni funkce, coz jsou
funkce s angularni ¢asti vinové funkce s vyssim vedlejsim kvantovym ¢islem. Jejich
uziti se znaci (*) nebo pismenem P pro tézké atomy, (**) nebo pismeny PP pro tézké
i lehké atomy. Jako ptiklad mizeme uvést Poplovy split valence baze 3-21G, 6-31G
nebo 6-31G* [12]. Baze 6-31G* vychézi z 6-31G a obsahuje polarizacni funkce na
v8ech atomech kromé vodiku a helia [4]. Dalsim ptikladem jsou split valence baze
vyvinuté Ahlirchsem a spolupracovniky [13]: def2-SVP | def2-TZVP, def2-TZVPP.
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2.3. Molekularni dynamika

Molekularni dynamika sleduje ¢asovy vyvoj systému pomoci integrace Newtonovych po-
hybovych rovnic. Vysledkem vypoctu je trajektorie, ktera rik4, jak se méni polohy atomt
v case. Soustava diferencialnich rovnic popisujici pohyb atomu je popsana druhym New-
tonovym zakonem, ktery lze matematicky vyjadfit nasledovné [4]:

S - 2.33

Kde F}, je vysledna sila ptisobici na i-tou ¢astici o hmotnosti m,; ve sméru z; a V' poten-
cialni energie (napiiklad z rovnice silového pole 2.1, ale mtize se k ni dospét i kvantové-
-chemickymi metodami).

Reseni téchto rovnic se hled4 vyhradné numericky. Prvnim krokem je diskretizace ¢asu,
kdy se ptame, jak bude vypadat systém v cCase t + dt. Zaroven predpokladame, ze sila
pisobici na atom mezi ¢asy t a t + 0t je konstantni. V dalsim kroku vypocitame nové
polohy atomti pomoci druhého Newtonova zakona a z novych poloh odvodime velikost sil
pro c¢asovy usek t + 2dt. Je znamo nékolik postupi, jak efektivné integrovat Newtonovy
pohybové rovnice. Mezi nejpouzivanéjsi algoritmy vyuzivanych v molekuldrné dynamic-
kych simulacich patii Verletova metoda, ktera pouziva pozice a zrychleni atomii v Case ¢
a pozice z predchoziho kroku v ¢ase t — 6t k vypoctu dalsi polohy v ¢ase t+ dt. Pouzivanou
variaci na Verletiv algoritmus je leap-frog metoda, ktera nepocita polohy a rychlosti ve
stejném case, ale v ¢asech posunutych o polovinu integrac¢niho kroku ot [4].

2.3.1. Nastaveni a start molekularné dynamické simulace

Pfi numerickém feSeni diferencidlnich rovnic je tfeba znat pocateéni podminky zkouma-
ného systému. U integrace Newtonovych rovnic se jedna o polohy atomti a jejich rychlosti.
Pocatecéni polohy jsou dany konfiguraci systému, ktera mutize byt znama z experimental-
nich dat nebo z teoretickych vypocti. Aby se zabranilo prehtati systému v dusledku startu
z neoptimalni geometrie, nejdiive se provede jeji optimalizace. V tomto procesu se hledaji
nové polohy atomi tak, aby energie systému byla co nejmensi. Po minimalizaci obdrzime
systém v konfiguraci odpovidajici teploté 0 K. Poc¢atecni rychlosti se pak voli tak, aby od-
povidaly teploté systému. Toho se dosahuje tim zptisobem, Ze atomtim nahodné prifadime
pomoci Maxwellova-Boltzmannova rozloZzeni (rovnice 2.34) rychlosti ve sméru z; tak, aby
odpovidaly teploté T' [4].

m; 1 mivi
N = _ 2.34

Tato rovnice nam fik4, jakd je hustota pravdépodobnosti rychlosti v,, i-tého atomu
o hmotnosti m; pti teploté T

Ekvilibrace

V nésledujicim kroku se systému priradi nizké rychlosti odpovidajici nizké teploté a polohy
atomi se nechaji vyvijet v ¢ase. Po nékolika krocich se rychlosti atomt zvétsi tak, aby
odpovidaly vyssi teploté. Systém se tak pomalu zahiiva az na pozadovanou teplotu. Timto
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2.3. MOLEKULARNI DYNAMIKA

postupem dosahneme stabilizované teploty. Cely proces probihé za konstantniho objemu
(NVT).

Po zahtati systému je nutné jesté upravit rozméry simula¢niho boxu. Toho lze dosah-
nout simulaci za konstantniho tlaku. Pfi tomto procesu postupné ménime rozmeéry simu-
la¢niho boxu tak, aby stredni tlak v systému odpovidal cilové hodnoté, ktera nejcastéji
byva 100 kPa.

Jakmile je systém ekvilibrovan, tj. teplota a tlak odpovidaji nastavenym hodnotam, je
mozné pristoupit k takzvané produkéni dynamice, kterd slouzi ke sbéru dat. Nejcastéji se
jedna o trajektorii, coz je ¢asovy zaznam konfigurace atomti simulovaného systému. Jeji
analyzou lze popsat chovani systému a urcit celou fadu fyzikalnich vlastnosti systému.

15



3. Teorie

Nésledujici kapitola je rozdélena do tii ¢asti. V prvni sekci popiseme iontovy kanal,
na ktery bude pridana fotocitlivd molekula - prfemostény azobenzen. V dalsi c¢asti po-
piSeme vlastnosti pfemosténého azobenzenu a jeho roli jako fotocitlivého molekularniho
prepinace. Posledni ¢ast bude vénovana struktufe hrotu AFM, jehoz model a nasledna
simulace provedené v této praci budou uzite¢nym vysledkem pro daldi studie na Ustavu
fyzikalniho inzenyrstvi.

Pro ucely snadnéjsi orientace v dalsim textu je potieba Tict na tvod par slov o vlast-

nostech a slozeni bunéénych membran. Podrobnéjsi informace lze nalézt v [14][15].
Zéakladni slozka bunééné membrany se nazyva lipidova dvouvrstva. Jedna se o dvé vrstvy
lipidi, které na sebe priléhaji svymi nepolarnimi konci. Tato dvouvrstva ve vodném pro-
stfedi vznikd samousporadanim dil¢ich molekul, coz je velmi dtlezitou vlastnosti pro
existenci vSech zivych organismt. K dalsi dilezité vlastnosti lipidové dvouvrstvy patii
polopropustnost neboli semipermeabilita: pres dvouvrstvu mtzou projit malé nepolarni
molekuly, pro ostatni latky je vsak lipidova dvouvrstva nepropustna.
Vevnitt a vné bunky je dilezité udrzet optimalni hladinu iontii. Protoze samotna mem-
bréna je pro ionty nepropustnd, je rovnovéha (homeostaza) iont udrzovana pomoci ion-
tovych kanalt zabudovanych do bunécéné stény, pres které jsou schopny ionty specificky
putovat dovnitf a ven podle potieby.

3.1. Iontovy kanal

Iontovym kanalem rozumime biomolekulu zabudovanou v bunééné membrané, kterad za-
jistuje prichod specifickych iontt. P¥irodni iontové kandly se vyznacuji moZnosti ovladani
jejich propustnosti. Cely proces prichodu ionti funguje bud na principu difuze, diky které
se ionty prednostné pohybuji podle koncentracniho spadu, nebo je transport zajistén proti
koncentra¢nimu spadu a transport iontt tak vyzaduje externi zdroj energie. Aby byla za-
jisténa funkcénost kanalu, musi byt néjakym zptisobem oteviran a zaviran. Iontové kanaly
hraji velmi dtlezitou roli ve vSech bunkach kvili zajisténi homeostazy. Dalsi funkci je za-
jisténi pfenosu nervovych vzruchti v nervovych burkach, kde jsou pomoci téchto struktur
vysilany elektrické signaly. Na obrazku 3.1 je zachyceno schéma otevieného a uzavieného
iontového kanalu.

Ptirodou bylo vyvinuto mnoho druhti iontovych kanalt lisicich se od sebe typem ionti,
které jsou schopny propoustét, ale také zptisobem otevirani a zavirani. Zména propustnosti
je v bunkach nejcastéji fizena elektrickym potencidlem na membrané, nebo navazanim
specifického ligandu na receptor iontového kanalu.

3.1.1. Ume¢lé iontové kanaly

Ptirodni iontové kanaly nabizi velmi zajimavé vlastnosti v oblasti fizeného pfenosu ionti,
avsak jejich praktické pouziti omezuje prili§ nizka stabilita a velkd komplexnost téchto
biomolekul [17]. Proto se zac¢atkem 21. stoleti zacaly intenzivné studovat jednodussi umeélé
struktury, které by dokazaly stejné uspokojiveé pfenaset vybrané ionty pres lipidovou mem-
branu [14][15].
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3.1. IONTOVY KANAL

Ionty Nepolédrni konce lontovy kandl

Polarni konce lipidové dvouvrstvy ; é

a) Otevieny iontovy kandl b) Uzavieny iontovy kanal

Obrazek 3.1: Schema iontového kanalu zabudovaného v lipidové dvouvrstveé

Nasledujici obrazek znazornuje riizné pristupy k vystavbé umélych iontovych kanald.
V prvnim pfipadé se jedna o jednu makromolekulu valcového tvaru, skrz kterou mohou
ionty prochéazet. Druhy model je tvoren pomoci pricek, které dohromady vytvari ion-
tovy kanal. Prikladem takového kanalu muze byt amphotericin B v membrané obsahujici
cholesterol. [14].

A B

AT TS

D

AT

L0 -

Obréazek 3.2: Zékladni typy umélych iontovych kanéli. Obrazek (A) pfedstavuje unimo-
lekuldrni iontovy kanal. Na obrazku (B) je model pfi¢kového iontového kanalu. V (C) je

vidét obrucovy iontovy kanél a na poslednim obrazku kombinace ¢asti (B) a (C). Pfevzato
z [14]

Dalsi moznost, jak sestavit funkéni iontovy kanal, je zndzornéna pod pismenem (C).
Sklada se z oddélenych obrudi, které na sebe navazuji. Prvnim tohoto druhu byl Tabushiho
iontovy kandl vystavény pomoci modifikovaného -cyklodextrinu [16].

Posledni druh umélych iontovych kanalti se sklada z obruéi které jsou sloieny z pfiéek
jsou znamy molekuly, které maji schopnost samousporadani do takovéto struktury. Byly
napiiklad vyvinuty iontové kanaly na béazi ¢tyf guanini tvoticich jednu obruc. Tyto obruce
se byly schopny pod sebe systematicky fadit za vzniku tohoto iontového kanalu [14].
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3.1. IONTOVY KANAL

3.1.2. Peptidovy iontovy kanal s crownetherovymi kruhy

Rozhodli jsme se pouzit a modifikovat iontovy kandl vyvijeny skupinou Otise, Augera
a Voyera z univerzity Laval [17]. Jeho struktura je zobrazena na obrazku 3.3. Jedné se
o unimolekularni iontovy kanal sklddajici se z peptidového fetézce s a-helikalni sekundarni
strukturou a z crownetherovych kruhti, které jsou na peptidovém fetézci zarovnany tak,
aby se kationty alkalickych kovii mohly dostat skrz tyto kruhy pres membranu.

Obrazek 3.3: Peptidovy iontovy kanal s crownetherovymi kruhy zabudovany v membrané.
Ptevzato z [17].

Crownetherové kruhy se fadi mezi cyklické oligoethery s nékolika vyhodami, které se
uplatnily pfi vyvoji umélych iontovych kanalt. Roku 1967 byla Charlesem Dupondem
objevena jednoducha metoda, jak crownetherové makrocykly syntetizovat. Diky tomu se
zacaly tyto slouCeniny intenzivnéji zkoumat a zjistilo se, ze maji moznost na sebe silné
vazat kationty alkalickych kovi. Vazebna sila zavisi na druhu kationtu a na velikosti
crownetheru, proto lze pro riizné ionty navrhnout crownethery doslova na miru, aby méel
iontovy kanal co nejlepsi vlastnosti.

Mezi vyhody tohoto modelu patii jeho jednoducha syntéza a moznost lehce ménit
parametry iontového kandlu [17]. V na$i praci navic ocenime moznost pouzit silova pole
AMBER popsana v predchazejici kapitole k simulaci iontového kanalu.

Zde popsanému iontovému kanalu chybi jedna dilezita vlastnost. Nejsme schopni ovla-
dat jeho propustnost, coz je velmi duilezitym predpokladem pro jeho vyuziti. Jednou
z moznosti, jak ovladat propustnost iontového kanalu uvnitt organismu, je vyuziti svétla.

18



3.2. PREMOSTENY AZOBENZEN

3.1.3. Ovladani iontového kanalu

Pro vyvoj kanalu jako spoustéce nervového vzruchu i jako mozného protirakovinného
léc¢iva je zapotiebi pouzit prepinac, jehoz aktivace bude Setrna vici organismu. Bylo by
tedy dobré, aby sel iontovy kanal ovladat zptisobem, ktery nebude ovliviiovat funkci orga-
nismu a aby byla zména propustnosti co nejvice selektivni. Z téchto diivodi se k ovladani
iontového kanalu nabizi pouziti svétla.

Jsou znamy fotocitlivé molekuly, které pii absorpci svétla zméni konformaci nebo kon-
figuraci. Takovymi molekulami jsou napfiklad benzyliden-pyrrolin a pfemostény azoben-
zen, jejichz struktury jsou zndzornény na obrazku 3.4. Jedné se o fotocitlivé piepinace,
u nichz bylo nedavno zjisténo, ze dokazou reverzibilné ménit konfiguraci peptidového
fetézce v zavislosti na vlnové délce absorbovaného svétla [18][19]. Mechanismus zmény
konfigurace zachycuje obrazek 3.4.

. 407 nm

B
; ) 518nm
- w
Lo
A i \ .
? \; ‘-\ X\ .
- b
(a) Pfemostény azobenzen (b) Benzyliden-pyrrolin

Obrazek 3.4: Fotocitlivé pfepinace, které jsou schopny porusit a-helikalni strukturu pep-
tidu pfi zméné konfigurace. Pievzato z [18][19].

Vlastnost zmény konfigurace fotocitlivych molekul vyuzijeme pfi otevirani a zavirani
svétlem ovladaného crownetherového iontového kanalu. Myslenka je takova, ze stabil-
néjsi izomer porusi pravidelnou a-helikalni strukturu peptidu. Tim se porusi zarovnani
crownetherovych kruhti pod sebe a ionty nebudou moci nadale skrz membranu prochézet.

V praktické casti se budeme zabyvat ovérenim tohoto predpokladu.

3.2. Premostény azobenzen

Jako fotocitlivy prepina¢ jsme zvolili pfemostény azobenzen, jehoz izomery zachycuje
obrazek 3.5. Jedna se o azobenzen, jehoz uhlik v poloze ortho na jednom benzenu a uhlik
v poloze ortho na druhém benzenu spojuje ethylenovy mistek.

Vyhody premosténého azobenzenu

Pfemostény azobenzen jsme pro roli fotocitlivého prepinace vybrali z nasledujicich du-
vodii:
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AL QO LK

(a) Azobenzen (b) Pfemostény azobenzen

Obrazek 3.5: Struktura azobenzenu a premosténého azobenzenu

e Prvni vyhodou je jednodussi struktura, nez u benzyliden-pyrrolinovych piepinacii.
V praktické ¢asti se naAm budou daleko snéze modelovat struktury F a Z izomeru
pro ovéreni spravného chovani molekuly.

e Druhou vyhodou je celkem jednoducha syntéza této molekuly. Tato vlastnost by
byla dilezita v pripadé syntézy iontového kanalu.

e Treti zasadni vyhodou je stabilita F- a Z- izomert. Z- izomer je energeticky vyhod-
néjsi konfigurace, nez E- izomer, coz koresponduje s nasim pozadavkem, aby byla
ve vychozim stavu preferovand pokroucena struktura peptidu, ktera tak nebude
schopna ionty transportovat. Termalni aktivacni energie se podle DFT vypocth pro
E/Z izomeraci pohybuje kolem 30 kcal/mol [20].

Nemodifikovany azobenzen bychom nemohli pouzit kviili dvéma faktim. Energeticky
vyhodnéjsi je F-izomer, pro ktery by vsSak byl peptidovy fetézec narovnany. Kdybychom
vychazeli ze Z- izomeru, bylo by zapotifebi prekonat mensi energetickou bariéru danou
aktivacni energii pti prechodu ze Z- na E-izomer a iontovy kandl by tedy snaze propoustél
ionty.

Druhym dtvodem je prekryv absorpénich spekter obou izomerti, coz snizuje selektivitu
ovladani azobenzenu pomoci svétla. Druhy izomer by se mohl pfepnout zpét na prvni pfi
absorpci svétla o stejné vinové délce. U premosténého azobenzenu je asi 85nm Siroka
mezera, kterd oddéluje vinové délky, pii kterych absorbuji pouze E-izomery od vlnovych
délek pii kterych absorbuji pouze Z-izomery [18].

Bohuzel se ukazuje, Ze silova pole AMBER nejsou schopna dobie popsat prechod pie-
mosténého azobenzenu z jednoho izomeru na druhy. GAFF nedokéaze dobie popsat tran-
zitni stav ani struktury izomert premosténého azobenzenu. Proto budeme muset hledat
takové parametry silového pole, ktery by tento proces popsaly lépe.
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3.3. HROT AFM
3.3. Hrot AFM

Atomic Force Microscopy (v prekladu mikroskopie atomérnich sil) je dnes velmi rozsifena
zobrazovaci technika publikovana roku 1986 Binningem, Quatem a Gerberem [21]. Vy-
znacuje se vysokym rozliSenim a nizkou naroc¢nosti na tpravu vzorki, a proto se pouziva
v mnoha disciplindch. Tuto metodu miizeme uplatnit pfi zobrazovani nanostruktur, ale
také pri studiu makromolekul, struktury DNA nebo tvaru bunék.

Princip této metody spociva v detekci sil plisobicich mezi velmi ostrym hrotem a vzor-
kem. Pribéh meéreni je naznacen na obrazku 3.6. Pti skenovani vzorku se vlivem atomar-
nich sil méni prithyb nosniku, od kterého se odréazi laserovy svazek. Tento svazek je pomoci
¢tyrkvadrantové fotodiody preveden na elektricky signal. Tak lze zpétné dopocitat, o kolik
se cantilever ohnul a tim padem i zjistit, jak hluboké jsou nerovnosti povrchu. Polomeér
kiivosti hrotu v jeho nejostiejsi ¢asti (Spicce) byva kolem 10nm, coz je dostacujici pro
zaznamenavani i velmi jemnych nerovnosti. Podlozka se pfi skenovani pohybuje v roviné
kolmé na hrot pomoci piezoelektrickych krystali, které zajistuji velmi pfesny a zaroven
velmi jemny posuv.

laser

fotodioda

cantilever

I I vzorek

podlozka

Obrazek 3.6: Schéma mikroskopie atoméarnich sil.

Popsat celkovou silu, kterou ptisobi vzorek na hrot, neni zdaleka trivialni, pribéh
interakce lze vsak aproximovat pomoci Lennard-Jonesova potencialu vystupujicim v rov-
nici 2.1. Méfeni pomoci mikroskopie atomarnich sil probihd v jednom ze dvou zakladnich
rezimi. Tyto rezimy se od sebe lisi tim, Ze pracuji na riznych straniach od rovnovazné
polohy 7y v Lennard-Jonesové potencialu, jak je vidét na obrazku 3.7.

e V kontaktnim mddu se pohybujeme v levé ¢asti od rovnovazné polohy ry. Sila ptisobi
proti hrotu a ten je od vzorku odtlacovan. Lze mérit v rezimu konstantni sily, kdy
se vzdalenost hrotu od povrchu méni takovym zptisobem, aby byla sila stejnéa, nebo
v rezimu konstantni vysky, ve kterém je vzdéalenost hrotu od vzorku zafixovana
a detekuje se zména interakéni sily. Z této zmény se zpétné dopocitava vzdalenost
hrotu od méteného vzorku.
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e Bezkontaktni méd probihd v pravé ¢asti od rovnovazné polohy ry. Je tedy patrné, ze
vzdalenost hrotu od povrchu je mnohem vétsi. Na hrot pisobi pritazliva sila, ktera
je ale mnohem mensi, nez v kontaktnim mdédu. Vzorek se méfi tim zpusobem, ze
nechame cantilever rozkmitat na jeho rezonancni frekvenci a pozorujeme, jak se tato
frekvence méni vlivem pritazlivych sil vzorku. Tento méd je Setrnéjsi diky mensim
silam k hrotu i ke vzorku, a proto je v praxi upfednostnovan.

S A ‘ Lennard-Jonesiiv potencial —
= Sila odvozena z LJ potencidlu —

To

Obrazek 3.7: Graf Lennard-Jonesova potencialu a z néj odvozena sila

3.3.1. Vodni meniskus v AFM

Mikroskopie atomarnich sil miize probihat v riznych prostfedich a pfi rtiznych podmin-
kach vzhledem k nenéaro¢nosti na ptipravu zkoumaného vzorku. Obrovskou vyhodou této
metody (na rozdil od jinych zobrazovacich technik, jako napfiklad SEM, SIMS, XPS
a dalsi), je moZnost méfeni pii pokojové teploté a atmosférického tlaku. Zajimavy tkaz
nastava pii relativni vlhkosti kolem 50% [22]. Mezi hrotem a zkoumanym povrchem muze
vlivem adheznich sil vzniknout vodni meniskus, ktery zasadnim zptisobem ovliviiuje cel-
kovou interakci hrotu se vzorkem. Tvorba vodniho menisku a s nim vznikla sila pfitahujici
hrot k povrchu je prfedmétem zkoumani a dosud nebyla vytvorena ucelena teorie, ktera
by dokazala vysvétlit tuto interakci v nanometrovém meéritku.

Sila vznikla v disledku vodniho menisku je zavisla na relativni vlhkosti, na vzdalenosti
hrotu od povrchu, tvaru hrotu, ale také na tvaru vzniklého vodniho menisku. Se vzriistajici
vlhkosti vzdy roste jeho $itka, avSak vznikla sila mutze rist i klesat v zavislosti na stabilité
menisku. Dale obecné plati, ze vétsi polomér Spicky hrotu znamena lepsi stabilitu vodniho
menisku [23]. Naopak se ukazuje, ze teplota nemd zasadni vliv na tyto interakéni sily.

AFM hrot nemusi slouzit pouze k zobrazovani povrchi, ale lze s jeho pomoci na-
nostruktury vytvaret. Vodni meniskus, ktery vznikd mezi hrotem a vzorkem, mtze byt

22



3.3. HROT AFM

dokonce prospésny. Popiseme dvé metody, které jej vyuzivaji a vedou k vyrobé velmi
presné definovanych nanostruktur.

Dip-pen nanolitography (DPN)

Dip-pen nanolitografie vyuzivda AFM hrot spolu s vytvofenym vodnim meniskem k trans-
portu molekul na substrat, kde vytvari nanostruktury podle toho, jak se po povrchu
hrot pohybuje. Na obrazku 3.8 je ukdzan princip, jak DPN funguje. Tloustka vzniklé
nanostruktury se pohybuje mezi 1nm - 100nm v zavislosti na parametrech hrotu [24].
Prikladem nanostruktury vytvorené touto metodou mize byt monovrstva alkanthiolu na
zlatém povrchu. Tyto molekuly jsou znamy svou vlastnosti vytvorit presné definovanou
monovrstvu vlivem adsorpé¢nich sil ptisobicich mezi thiolovou skupinou a zlatem [25]. AFM
hrot a vodni meniskus nechavaji aktivni molekuly na pfesné definovaném misté. Funguji
tu podobné jako plnici pero, které zanechava inkoust na papire.

Obréazek 3.8: Schéma dip-pen nanolitografie. Prevzato z [24]

Lokalni anodicka oxidace (LAO)

K vytvoreni nanostruktur pomoci AFM hrotu a vodniho menisku lze vyuzit elektrické
pole. Pokud na hrot pfivedeme zaporné napéti a na substrat napéti kladné, jak ukazuje
obrazek 3.9, vznikne mezi hrotem a substratem elektrické pole o intenzité fadu 10"Vm™1.
V dtsledku tak vysoké hodnoty dojde k disociaci vody obsazené v menisku a vznik-
nou fragmenty H*, OH~, 0?~. Zaporné nabité ¢astice vzniklé z vody jsou pfitahovany
k substratu, ktery mohou pti vhodné volbé zvoleného materialu lokalné zoxidovat. Pokud
budeme hrot posouvat po povrchu, bude nam v dusledku prilozeného napéti vznikat na-
nostruktura oxidu. Jako priklad uvedme vrstvu oxidu SiO vytvoFeném na povrchu
Si(1 0 0) pasivovaném 2% HF [22].

Obé metody tedy nabizi alternativni ptistup k rozsitenéjsim optickym nebo elektro-
novym litografickym metodam, které jsou omezeny vlnovou délkou pouzitého svétla nebo
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elektronu. DPN a LAO jsou schopny vytvorit struktury o sifce nékolika desitek nanometri
a tim se ostatnim litografickym metodam vyrovnat.

¥

Obrazek 3.9: Prubéh lokalni anodické oxidace

3.3.2. Struktura hrotu

V praxi je potieba, aby hrot spliioval nékolik vlastnosti. Jak uz bylo feceno, musi byt
dostatecné ostry, protoze rozliSovaci schopnost mikroskopu zéavisi na poloméru krivosti
hrotu. Dalsi dtlezitou vlastnosti je dostate¢na tvrdost, aby nedochéazelo pti méreni k prilis
velkému opotiebeni. V dnesni dobé se pouzivaji hroty z dopovaného kiemiku, nitridu
kiemiku nebo oxidu kfemiku. Pro velmi vysoké rozliSeni je mozno pouzit hrot z uhlikové
nanotrubice.

V této praci se budeme zabyvat simulaci vodniho menisku. Pro jeho vznik je tfeba
zvolit hydrofilni material, aby se mohly molekuly vody adsorbovat na povrch hrotu. Z to-
hoto diivodu jsme zvolili oxid kfemicity, ktery je znam svoji smacivosti. Pro jednoduchost
jsme stejny material pouzili i k vymodelovani povrchu, mezi nimz a hrotem bude vodni
meniskus studovan.
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4. Prakticka c¢ast

Prakticka cast je zamérena na vysledky a popis postupu pii pocitacovych simulacich
umélého fotocitlivého iontového kanalu a AFM hrotu. Hlavnimi cili v prvnim tkolu bude
reparametrizace silového pole pro spravny popis fotocitlivého prepinace a simulace ionto-
vého kanalu v lipidové dvouvrstvé. V druhém tkolu je popsano sestaveni modelu AFM
hrotu a podlozky. Dale je diskutovana interakce hrotu s povrchem ve vodném prostiedi
a vytvoreni vodniho menisku mezi hrotem a povrchem na zakladé kratké zkusebni mole-
kularné dynamické simulace.

K DFT vypoctim byl pouzit program Gaussian [26], molekuldrné dynamické simulace
béZely v programu Amber [2]. Dale byly pouzity aplikace Avogadro [27], Nemesis [28],
Vesta [29] a VMD [30] pro vizualizaci a sestavovani vstupnich struktur.

4.1. Simulace iontového kanalu

Klicovym tkolem pro spravny popis molekularniho piepinace na bazi premosténého azo-
benzenu je spravny popis prechodu mezi jeho E- a Z- izomery. Bohuzel se ukazalo, ze
silové pole GAFF tento prechod nepopisuje spravné. Pocatecni testy naptiklad odha-
lily, ze geometrickd minima v silovém poli GAFF neodpovidaji o¢ekdvanym geometriim
jednotlivych izomert. Silové pole také nebylo schopno popsat spravné tranzitni stav pie-
chodu. Proto jsme museli hledat nové parametry silového pole. Jak dale ukazeme, geome-
trie obou izomert se prevazné lisi pouze torznim thlem C-N=N-C. Budeme tedy hledat
nové parametry pouze pro torzni potencial zobrazeny v rovnici 2.1 popisujici rotaci kolem
N=N vazby. Samotnému nalezeni vhodnych parametri torzniho potencialu predchézely
vypocty na azobenzenu, ktery je daleko lépe zdokumentovany a jiz drive byly vypocteny
i naméfeny aktivacni a reakcni energie pii prechodu azobenzenu z jednoho izomeru na
druhy izomer.

Strukturu (F)-azobenzenu, (Z)-azobenzenu a tranzitniho stavu jsme optimalizovali
metodami UB3LYP-d3bj/6-31G* a UM06-2X-d3/def2-TZVPP. Tabulka 4.1 ukazuje vy-
sledky optimalizace v podobé reakéni a aktivacni energie spolu s pfevzatymi hodnotami
vypoc¢tenymi pomoci metody CAS(10,8)/6-31G* ! z [31]. Parametr d3 a d3bj ve funkcio-
nalech znadi korekci na disperzni interakei, kterou DFT metody nepopisuji dobte [32][33].
Z tabulky 4.1 je patrné, ze obé metody dosly zhruba ke stejné hodnoté reakéni energie.

UB3LYP-d3bj/6-31G* | UM06-2X-d3/def2-TZVPP | Referen¢ni hodnota
Aktivacni energie 31,0 38,8 40,4
Reak¢ni energie 12,4 12,4 11,9

Tabulka 4.1: Srovnani reak¢ni a aktivacni energie azobenzenu dvéma metodami pfi
pfeméné E-izomeru na Z-izomer. Energie jsou vyjadfeny v kcal/mol.

Z prvni metody jsme vSak ziskali aktivacni energii o 7,1 kcal/mol mensi, nez byla referen-
¢ni hodnota. Metoda UM06-2X-d3/def2-TZVPP i v tomto piipadé podala lepsi vysledek,
a proto jsme se rozhodli pouzit tuto metodu k ziskdni dat pro reparametrizaci silového

pole GAFF.

1Jedn4 se o Complete active space self-konzistentni metodu deseti elektronfi v osmi orbitalech

25



4.1. SIMULACE IONTOVEHO KANALU

4.1.1. Optimalizace izomeru piremosténého azobenzenu

Izomery premosténého azobenzenu byly namodelovany v programu Avogadro a jejich
struktura byla pfedoptimalizovana metodou UB3LYP-d3bj /6-31G*. E- a Z- izomer pfe-
mosténého azobenzenu byl nasledné optimalizovan funkcionalem UMO06-2X-d3 s vyssi bazi
def2-TZVPP. Obrazek 4.1 zachycuje vysledné struktury a v tabulce 4.2 je mozno vy¢ist
vybrané parametry pro oba zoptimalizované izomery.

Obrazek 4.1: Optimalizované geometrie £- a Z- izomeru pfemosténého azobenzenu.

Symbol | E-forma | Z-forma
Délka vazby [A] | N=N r 1,26 1,25
Vazebny thel [°] | N=N-C Io} 111,6 120,5
Torzni thel [°] C-N=N-C | v 147,0 5,7
Reakéni energie [kcal/mol] ‘ Er ‘ 8,0

Tabulka 4.2: Parametry E- a Z- izomerii pfemosténého azobenzenu vypoctené metodou
UMO06-2X-d3/def2-TZVPP

7 vysledkl je patrné, ze se oba izomery od sebe lisi pouze velikosti torzniho thlu
C-N=N-C, zatimco délka vazby N=N ani tthel mezi vazbami N=N a N-C se pfili§ neméni.
Budeme tedy predpokladat, Ze prepinani mezi témito dvéma izomery probiha zménou
torzniho thlu C-N=N-C. Reak¢ni energie je asi o polovinu mensi, nez v ptipadé azoben-
zenu a Z-izomer nam spravné vysel energeticky stabilnéjsi.

Program Gaussian umoziuje provadét castecné optimalizace s definovanou vazebni
podminkou vlozenou na geometricky parametr. Je tedy mozné zafixovat torzni thel na
pozadovanou hodnotu a zbytek molekuly s ohledem na tuto podminku optimalizovat.
Timto zptisobem budeme sledovat zavislost energie molekuly na torznim thlu - reakéni
koordinaté. Tomuto postupu se ¥iké single coordinate driving (SCD).
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4.1. SIMULACE IONTOVEHO KANALU

4.1.2. Reparametrizace silového pole

Graf 4.2 ukazuje zavislost energie na torznim tthlu C-N=N-C vypoctené metodou UM06-2X-
d3/def2-TZVPP a pomoci silového pole GAFF. Vzhledem k naro¢nosti vipoctu byly opét
vechny struktury u DFT metody nejdiive optimalizovany pomoci UB3LYP-d3bj/def2-
-TZVPP.

Silové pole GAFF spatné odhadlo velikost torzniho tithlu pro Z-izomer, aktiva¢ni ener-
gii i reakéni energii mezi E- a Z-izomery. Ciselné vysledky jsou zaznamenany v tabulce
4.3.
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Dihedralni thel C-N-N-C
GAFF —

UMO06-2X-d3/def2-TZVPP -+
Reparametrizované silové pole

Obrazek 4.2: Zavislost energie na reakéni koordinaté vypocitand metodou UMO06-2X-
d3/def2-TZVPP a pomoci silového pole GAFF

UMO06-2X-d3/def2-TZVPP | GAFF
Reakéni energie [kcal/mol] 8,0 0,0
Aktivaéni energie [kcal/mol] 34,1 5,5
Torzni thel Z-izomeru [°] 129,4 | 147,0

Tabulka 4.3: Ciselné srovnani vysledkt ze silového pole GAFF a UMO06-2X-d3/def2-
-TZVPP

Vzhledem k tomu, Ze se pfi otaceni kolem N=N vazby v podstaté meénil pouze tento
torzni tthel, budeme hledat nové parametry do pfispévku torzniho potencialu - 3. ¢lenu
v rovnici 2.1. Pro dostatecné presné vysledky jsme v rozvoji pouzili 12 ¢lenii kosinové rady
a hledali vhodné parametry V; a v; pro torzni tthel C-N=N-C. Celkové bylo optimalizo-
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4.1. SIMULACE IONTOVEHO KANALU

vano 23 parametri, nebot prvni ¢len nezavisi na torznim thlu a obé konstanty se mohou
nahradit jednou. Vypocitané energie z DF'T metody jsme pouzili jako vychozi hodnoty
a hledali jsme nové parametry tak, aby residualni soucet ¢tverct rozdilti vychozich energii
a energii z nové parametrizovaného silového pole byl minimalni. Parametry se hledaly
minimaliza¢ni metodou L-BFGS [34].

Vysledky optimalizace parametri jsou zobrazeny v podobé zelené kiivky v grafu 4.2.
Ktivka zachycuje pritbéh SCD pomoci silového pole s novymi parametry. Na prvni pohled
je vidét, ze nové parametry vedou k daleko lepSimu popisu izomerace. Stfedni kvadraticka
chyba novych parametri ¢inila asi 0,47 kcal/mol na 1 trénovaci bod.

4.1.3. Stavba iontového kanalu

Iontovy kanal, ktery jsme namodelovali, se sklada ze tii casti. Hlavni ¢asti, ktera drzi
celou strukturu dohromady, je oligopeptidovy fetézec s a-helikalni strukturou. Sekvenci
aminokyselin jsme pfevzali z [1 7] zobrazenou na obréazku 4.3b. Crownether jsme zvolili 18-
-crown-6, jehoz struktura je vidét na obrazku 4.3a. Experimentalné naméfena propustnost
tohoto kanalu by se méla pohybovat kolem 28 % pro sodné ionty a 38 % pro draselné ionty

[17].

O O
\’@D \j)j
O @ LA LD LD LA L L) LA L(EE)- L

(a) Struktura crownetheru (b) Sekvence zvoleného peptidu

Obrézek 4.3: Césti modelovaného iontového kanalu. Pievzato z [17].

Premostény azobenzen jsme nejprve museli modifikovat, aby se mohl navazat na pep-
tidovou pater. Do para-poloh na benzenovych jadrech byla vlozena 2-chloracetamidova
skupina, kterd je znama svoji reaktivitou s cysteinovou -SH skupinou. Pfi této reakci se
modifikovany pfemostény azobenzen napoji na peptidovou patei pomoci S-C vazby. Nej-
prve jsme zoptimalizovali strukturu derivatizovaného premosténého azobenzenu, abychom
urcili délku této molekuly. Na peptidovém fetézci jsme nahradili dvé aminokyseliny za
cystein tak, aby koncové -SH skupiny mély vzdalenost srovnatelnou s modifikovanym
azobenzenem.

Vzdalenost dvou atomu chléru, které budou reagovat s peptidovym fetézcem, nam
po optimalizaci vysla kolem 1,52nm. Struktura molekuly je zachycena obrazkem 4.4. Na
peptidovém Tetézci jsme néasledné hledali takova mista, aby atomy siry meély podobnou
vzdalenost.

Jako nejvhodnéjsi misto pro nahrazeni cysteinem jsme zvolili leucin 8 a leucin 19. P1i
vymeéné aminokyselin mély siry od sebe akceptovatelnou vzdalenost 1,59 nm, navic ma
v tomto misté prepina¢ dobrou polohu viic¢i crownethertim, protoze lezi na druhé strané
peptidového fetézce. Iontovy kandl je zobrazen na obrazku 4.5. Zvazovali jsme i nahrazeni
leucint 7 a 17, nebo leucinii 3 a 14, avSak vzdalenost atomt siry byla méné prizniva, navic
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Obrazek 4.4: Struktura pfemosténého azobenzenu obsahujici 2-chloracetamidové skupiny
optimalizovand metodou UB3LYP-d3bj/6-31G*

a-helikalni retézec

T, — cysteiny

Obrazek 4.5: Iontovy kanél s leucinem 8 a 19 nahrazenym za cystein

se prepina¢ nachézel blize ke crownetherovym kruhtim, coz by mohlo ovlivnit schopnost
azobenzenu ménit propustnost iontového kanalu.
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V dalsim kroku bylo zapotfebi zjistit naboje na jednotlivych atomech modifikovaného
premosténého azobenzenu. Za timto tcelem jsme nahradili atomy chléru na koncich mo-
lekuly za methylsulfidovou skupinu, ¢imz se lépe vystihne zptisob vazby na peptidovy
skelet. Z DFT metod je mozno odvodit elektrostaticky potencial v riznych bodech kolem
molekuly. Z vypoctenych hodnot potenciadlu se pomoci metody nejmensich ¢tvercd hle-
daji optimalni bodové nadboje misténé na atomech. V nasem ptipadé byl elektrostaticky
potencial po¢itan metodou UMO06-2X-d3/def2-TZVPP, naboje pak metodou RESP [35]
a celkovy naboj na vsech atomech byl nastaven na nulu. Dalsi vaznou podminkou byl
celkovy naboj na obou methylsulfidovych skupinach, ktery byl opét nastaven na nulu.

Nakonec pred samotnym navazanim azobenzenu na iontovy kanal bylo potfeba doplnit
parametry silového pole popisujici vazbu siry na cysteinu a uhliku na azobenzenu. Vsechny
chybéjici parametry jsme adaptovali ze silového pole ff14SB [3].

4.1.4. Zabudovani iontového kanalu do lipidové dvouvrstvy

V nasi praci byla pouzita dvouvrstva typu DPPC (dipalmitoylphosphatidylcholin), na
které byla experimentalné testovana funkénost samotnych iontovych kanalt [17]. Lipi-
dovéa dvouvrstva byla vytvofena in silico a ekvilibrovana (300ns pfi konstantni teploté
323K a tlaku 100 kPa, data byla poskytnuta skolitelem) v programu Amber. Parametry

pro lipidovou dvouvrstvu byly prevzaty ze silového pole lipid14 [36]. Jako solvent byl
zvolen TIP3P model vody [3]. Membrana byla vloZena do roztoku KCl o priblizné kon-
centraci 0,15 mol/l. Parametry pro ionty byly pfevzaty z prace [37]. Tontovy kanal byl

vlozen pomoci softwaru Nemesis do stfedu membrany a orientovan tak, aby crownethe-
rové kruhy vedly skrz membranu. Poté byly vybrany vSechny atomy membrany, které
mély vzdalenost mensi nez 1 A od jakéhokoli atomu iontového kanalu. Nakonec jsme vy-
mazali v§echny molekuly membrany, které obsahovaly vybrané atomy. Vysledny systém je
vidét na obrazku 4.6. Nalevo je zachycen pohled v fezu stfedu membrany, napravo pohled
z vrchu.

Jak je patrné z obrazku 4.6b, kolem iontového kanalu vznikla pii zabudovani iontového
kanalu do membrany velkd mezera v disledku smazani celych molekul, které se byt pouze
jednim atomem priblizily k iontovému kandalu. Tento nedostatek bude opraven v dalsim
kroku pfi ekvilibraci v rdmci molekularné dynamické simulace.

4.1.5. Ekvilibrace membrany s iontovym kanalem

Ze sestaveného modelu byla spusténa ekvilibrace s nasledujicimi kroky:

e Minimalizace energie systému v 10000 krocich s fixnimi polohami vody a iontt
a periodickymi okrajovymi podminkami. Cut-off pro pfimou sumaci nevazebnych
interakci byl 1nm.

e 100ps NVT ekvilibrace na 100 K v periodickych okrajovych podminkach s cut-off
vzdélenosti 1 nm za pouZiti Langevinova termostatu (kolizni frekvence byla 1 ps™!).
Integra¢ni krok byl nastaven na 2fs a pocet krokt na 2500. Byl pouzit SHAKE
algoritmus fixaci délek vazeb obsahujici atomy vodiku.

e 500ps NPT ekvilibrace s postupnym ohfivanim systému na 323 K s anizotropnim
skalovanim tlaku. Cilovy tlak 100 kPa byl udrzovan barostatem se slabou zpétnou
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(a) Pohled z boku. Modry gradient znézoriiuje vodné (b) Pohled z vrchu, voda neni pro ptehlednost zob-
prostiedi, ve kterém se membrana nachézi. razena.

Obrazek 4.6: Pohled z boku a z vrchu na zabudovany iontovy kanal do membrany. Oran-
zovou barvou jsou zobrazeny polarni konce membrany, zelenou barvou nepolarni konce.

vazbou 2 ps. Ostatni parametry ziistaly stejné jako v predchazejicim kroku. Integ-
ra¢ni krok byl nastaven na 2 fs.

e 500 ps produkéni dynamika. Zaroven byla fixovand voda s ionty, aby se zabranilo
vnikani vody a iontu do membrany pred jejim zacelenim.

e 51ns produkéni dynamika s pfedchozimi parametry bez fixace vody.

Po ekvilibraci a kratké produkéni dynamice jsme obdrzeli systém s teplotou 323 K.
Nezadouci mezera kolem iontového kanalu se zacelila, jak je vidét na obrazku 4.7.

Kromé zaceleni mezery si mizeme povsSimnout mirného naklonéni kanalu. Tento fakt
je v souladu s experimentalnimi hodnotami dostupnymi z [17], kde pfedpovidaji tihel
naklonéni kolem 30° v zavislosti na pouzitém solventu.
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(a) Pohled z boku. Sedou barvou je znizornéna ne- (b) Pohled z vrchu Voda ani nepolérni ¢4st neni pro
polarni ¢ast lipidové membrany. prehlednost zobrazena.

Obréazek 4.7: Pohled z boku a z vrchu na systém po ekvilibraci

4.1.6. Produkéni dynamika

Zavérem této simulace jsme nechali systém vyvijet v ¢ase. Obrazek 4.8 ukazuje stav sys-
tému po 110ns dlouhé simulaci. Po delsim ¢asovém vyvoji doslo k ¢astecnému zakryti
iontového kanalu polarnimi ¢astmi lipidi, jak je patrné z obrazku 4.9. Vzhledem k tomu,
ze na povrchu membrany mohou ionty interagovat se zaporné nabitymi kysliky polarni
casti lipidové membrany podobné jako s crownetherovymi kruhy tvorici iontovy kanal,
predpokladame, ze tato prekdzka nebude divodem k Uplné nefunkénosti iontového ka-
nalu. Toto vysvétleni by se vSak muselo dolozit dalsimi simulacemi, které by zkoumaly
propustnost sodnych nebo draselnych iontt pfes membranu. Tyto vypocty jsou vsak nad
ramec nasi prace a mohou byt predmétem zkouméani v budoucnu.

Stabilita iontového kanalu

Dalsim dilezitym vysledkem je stabilita celé peptidové struktury. Obrazek 4.10 zachycuje
10 struktur iontového kanalu zobrazujici jeho zménu mezi 100. a 110. ns se vzorkovanim
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(a) Pohled zvrchu (b) Pohled ze spodu

Obrazek 4.9: Pohled z vrchu a ze spodu (vici obrazku 4.8) na iontovy kandl.

1ns. Je vidét, ze cely peptidovy Fetézec si zachovava svou a-helikalni strukturu, z ¢ehoz
lze usoudit, ze by pfemostény azobenzen mohl byt navazany v nami zvolenych polohéch.
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Obrazek 4.10: ¢asovy vyvoj iontového kanalu mezi 100. a 110. ns produkéni dynamiky

Stabilita premosténého azobenzenu

Jako posledni dilezity vysledek zminime ¢asovy vyvoj dihedralniho thlu C-N=N-C pfi
pouziti reparametrizovaného silového pole. Obrazek Graf 4.11 znazornuje zavislost tohoto
torzniho thlu na c¢ase mezi 100. a 110. ns produkéni dynamiky. Z grafu je patrné, ze
hodnota dihedralniho thlu se pohybovala mezi 142° a 160°. Tento thel odpovida podle
predchozich vysledktt E-konformaci. Z toho lze usoudit, Ze se pfemostény azobenzen po
celou dobu produkéni dynamiky nepiepnul do druhé konformace, coz je dilezity aspekt pro
ovladani kanalu svétlem. Jako téma na dalsi praci se nabizi otazka, zda bude struktura
iontového kanalu s Z-izomerem premosténého azobenzenu také stabilni a jestli dojde
k vyraznému poklesu propustnosti iontd pres tuto teoreticky neaktivni formu.

4.2. Simulace AFM hrotu

Ukolem této ¢asti bylo pfipravit funkéni model hrotu mikroskopu atomérnich sil, na kte-
rém by bylo mozné sledovat vliv pfitomnosti vody na adsorp¢ni silu piisobici mezi hrotem
a povrchem. Jednim z tkazi, které zasadnim zptisobem ovliviiuji velikost této sily, je
vznik vodniho menisku mezi hrotem a povrchem. Aby se mohl tento tkaz vytvorit, hrot
i povrch musi byt z hydrofilniho materidlu. Dale jsou zapotfebi vhodné podminky dané
tlakem, teplotou, tvarem hrotu a relativni vlhkosti.
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Obrazek 4.11: Graf zavislosti dihedralniho thlu C-N=N-C pfemosténého azobenzenu na
case

V této praci budeme sledovat interakci modelu hrotu s rovnym povrchem a tvorbu
vodniho menisku ve vakuu. Material hrotu a povrchu jsme zvolili protonovany a-kfemen,
ktery je zndm svym hydrofilnim chovanim.

4.2.1. Vytvoreni struktury hrotu

Nejdrive jsme museli vygenerovat kostku a-kfemene, ze které byl hrot vymodelovan. Jsou
znama krystalograficka data, ktera popisuji strukturu elementarni buiiky a-kfemene. Bun-
ka ma trigonalni krystalografickou soustavu s parametry zobrazenymi v tabulce 4.4, ele-
mentarni buitkka a-kifemene je vidét na obrazku 4.12.

Parametr | Hodnota
a=0 90°

vy 120°

a 4,9134 A
c 5,4052 A

Tabulka 4.4: Parametry trigonalni soustavy a-kfemene

Struktura elementarni bunky byla vygenerovana v programu Vesta, jenz umi umistit za
sebou libovolny pocet elementarnich buné€k a tim vytvorit material, ze kterého mtizeme vy-
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Obrazek 4.12: Elementarni buika a-kfemene

fiznout hrot. Vygenerovali jsme rovnobéznostén tohoto materidlu o délce zhruba 14x14x20
nm. Tento objekt jsme pouzili k dalsimu zpracovani.

Vyfiznuti hrotu

Material kiemene vygenerovany programem Vesta byl ulozen v XYZ formatu, kde jsou
vSechny atomy popsany pomoci kartézskych soutradnic. Do vystupniho souboru pro pro-
gram Amber potfebujeme navic ptridat informaci o vazbach mezi atomy.

Museli jsme tedy z a-kifemene vyfiznout hrot s nasledujicimi vlastnostmi:

e Hrot bude vyfezan do tvaru kuzele. Idealni AFM hrot je zakoncéen jednim atomem
a pro studium vodniho menisku se nabizi zhotovit model s co nejvétsi symetrii.

e Kazdy atom kifemiku bude ¢tyfvazny. Uvnitf krystalu tomu tak je, na povrchu vsak
ofez musel tuto skutecnost reflektovat, coz kol komplikovalo.

e Ve vytvorené struktufe je nadbytek atomt kysliku. Aby byla struktura elektrone-
utralni, musely byt nékteré atomy kysliku protonovany. Stupen protonace se mize
v experimentalnich podminkach ménit v zavislosti na prosttedi, ale v nasem piipadé
jsme se timto problémem nezabyvali.

Pozadavky na strukturu hrotu jsou velmi specifické, proto jsme si napsali vlastni program
na vyfiznuti hrotu. K tomu jsme pouzili volné dostupnou knihovnu OpenBabel [38] napsa-
nou v jazyce C++, kterd nabizi prostfedi pro manipulaci s atomy, vazbami, molekulami,
residui i vyssimi celky.

Program Vesta ndm vytvoril rovnobéznostén kiemene, jehoz atomy kiemiku byly ob-
klopeny i na povrchu ¢tyimi kysliky. Postup pro vygenerovani spravné struktury hrotu
byl nasledujici:
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e Vytvofeni vazeb mezi atomy, které maji mezi sebou vzdalenost mensi, nez 1,7 A.

e Odstranéni atomii kfemiku, které se nevejdou do kuzele. K urceni kuzele jsme zvolili
polomér podstavy a velikost vrcholového thlu. Kuzel byl orientovan tak, aby stied
podstavy lezel v poc¢atku a vrchol kuzele na ose z.

e Odstranéni atomt kysliku, které nemaji zadnou vazbu. Tyto kysliky se objevily ve
struktutfe po vymazani kfemikt v predchozim bodu

e Rekurzivni odstranéni atomt kiemikt, které maji tii volné kysliky. Z toho divodu,
abychom v kone¢né struktufe neméli terminalni -O-(SiO3) skupiny.

e Opét odstranéni atomil kysliku, které nemaji zadnou vazbu.

e Pridani atomu vodiku ke kysliku s jednou vazbou. Tyto atomy kysliku se vyskytuji
na povrchu hrotu a vnasi na néj zaporny naboj. Atomy vodiku byly umistény k ato-
mim kysliku do vzdélenosti 1 A ve sméru vazby mezi kyslikem a kiemikem. Jedna
se o energeticky nevyhodnou geometrii, ktera vSak bude spravena pii minimalizaci
zacatkem pribéhu ekvilibrace.

Vyftiznuti podlozky

Jako material podlozky byl také zvolen a-kfemen. V tomto pripadé jsme potiebovali vy-
generovat kvadr oxidu kifemicitého, ktery bude na povrchu také protonovan, aby byla cela
struktura elektroneutralni. Zakladni struktura podlozky byla vytvorena programem Vesta,
ktery umoznuje provést ofez struktury podél definovanych rovin. Predpripravena struk-
tura byla dale upravena tak, aby se v ni vyskytovaly pouze atomy kiemiku koordinovany
¢tyrmi atomy kysliku a zaroven, aby se na povrchu nevyskytovaly osamocené skupiny
—0-(SiO3). Struktura byla dale protonovdna na atomech kysliku k zajisténi elektrone-
utrality podlozky. Obrazek 4.13 ukazuje vysledné struktury hrotu a podlozky prepsané
do formatu programu Amber. Nakonec byl cely model zasolvatovan modelem vody TIP3P
[3], kterd je kompatibilni s pouzitym silovym polem pro kfemen.

Parametry silového pole

Parametry i tvar silového pole byly pfevzaty z [39]. Spravné chovani vody na hydrofil-
nim povrchu a-kfemene bylo ovéfeno autory. K vysledné struktufe jsme pridali silové
pole obsahujici prislusné naboje na atomech, parametry pro natahovani a ohybani vazeb
a nevazebné interakce mezi atomy kiemiku, kysliku a vodiku.

4.2.2. Interakce hrotu s povrchem

Po vytvoreni funkéniho modelu bylo zapotiebi provést ekvilibraci systému na teplotu
300 K a tlak 100 kPa. Dalsi podminky pro simulace byly podobné jako v pripadé simulace
fotocitlivého iontového kanélu, jen skalovani tlaku bylo isotropni. ProtoZze program Am-
ber nemiize pracovat s nekonecnym poc¢tem atomi, musi byt rozméry vstupniho systému
konec¢né. Tim padem nastava problém okrajovych podminek, které definuji, jak se atomy
budou chovat na okraji systému. Pro nas model bychom chtéli definovat okrajové pod-
minky tak, aby odpovidaly vlozeni hrotu a podlozky do vodného prostiedi. To vSak neni
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Obrazek 4.13: Vygenerované struktury AFM hrotu a podlozky ve vodném prostiedi.

lehka zalezitost, ale nabizi se pouzit periodické okrajové podminky. K nevyhodé tohoto
kroku patii fakt, Ze rozméry systému, se kterym program Amber pocita, musi byt dosta-
tecné velké, aby se atomy hrotu a podlozky v disledku periodicity nedostaly pftilis blizko
k sobé.

Po ekvilibraci jsme obdrzeli model systému obsahujici hrot s podlozkou ve vodném
prostiedi se znamymi poc¢atecnimi podminkami a mohli jsme spustit produkéni dynamiku.
Obrazek 4.14 ukazuje, jak se systém choval po spusténi produkéni dynamiky. Jednim
z dilezitych vysledkt je fakt, ze si hrot i podlozka uchovaly svoji strukturu. Timto jsme
kvalitativné ovérili silové pole a model hrotu i podlozky. Jiz po kratké simulaci je vsak
patrny jeden zasadni nedostatek. Hrot neni fixovan vici podlozce v ose z. Z tohoto diuvodu
se mize hrot volné natacet. V disledku periodickych okrajovych podminek pak hrot
i podlozka interaguji zboku samy se sebou a vrsek hrotu interaguje se spodkem podlozky.
Tim se da vysvétlit, proc¢ se tolik naklanéji.

Interakci hrotu se sebou samotnym se da ¢asteéné zbavit zvétsenim rozméri boxu, ve
kterém se hrot bude nachéazet. Interakce hrotu se sebou samym muze byt natolik slaba,
ze neovlivni vysledek simulace. Bohuzel program Amber nedokaze jednoduchym zptso-
bem zafixovat hrot v z-ové ose. Vyfeseni tohoto problému by opét mohlo byt predmétem
zkoumani v navazujici praci.
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(a) t. =0uns (b)t= 2,5 nsﬂ | (c) t= Sns

Obréazek 4.14: Vyvoj systému hrot/podlozka v ¢ase.

4.2.3. Modelovani vodniho menisku

V posledni ¢asti modelovani AFM hrotu se budeme zabyvat interakci kapky vody s po-
vrchem kfemene a tvorbé vodniho menisku mezi hrotem a deskou.

Tvorba modelu

V programu Nemesis jsme ze solvatovaného modelu hrotu a podlozky odstranili mole-
kuly vody, které mély od stfedu podlozky vzdalenost vétsi, nez 1,5 nm. Tim nam vznikla
polokoule vody tésné nad povrchem kiremenné podlozky. Pti NVT ekvilibraci na 300 K
s podminkou, aby atomy kfemiku na vrchu hrotu a na spodku podlozky byly fixované,
se nam polokoule tvofena vodou zacala pomalu rozpadat. Cely proces je znazornén na
obrazku 4.15a. Dtivodem k tomuto chovani bylo, ze pfi rostouci teploté zacala voda ko-
lem teploty 273 K tat a mohla se volné pohybovat. Prubéh ekvilibrace tohto modelu byl
nasledujici:

e Minimalizace geometrie v 3000 krocich za podminky fixace vrchu hrotu a spodku
podlozky. Cut-off nevazebnych interakei byl ve viech bodech nastaven na 9 A.

e 100 ps NVT ekvilibrace na 300K za fixace hrotu a podlozky.
e Vyvoj systému po dobu 500 ps za fixace hrotu a podlozky.

Po velmi kratkém casovém vyvoji se voda roztekla po povrchu kvadru a-kifemene, jak
je vidét na obrazku 4.15. Chovani vody opét dokazuje, ze silové pole spravné popisuje in-
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Obrazek 4.15: NVT ekvilibrace pti 300 K

terakci vody s kfemenem. Témér zadna voda se neuvolnila z povrchu do volného prostoru,
coz kvalitativné dokazuje, ze pouzity model kiemene je skutecné hydrofilni.

Pozorovani vodniho menisku

Nyni bylo potieba pfiblizit hrot k podlozce na vzdalenost zhruba 3 A, abychom mohli
pozorovat vznik vodniho menisku. V predchozim modelu nebyla vrstva vody k tomuto
ucelu dostatecné velka, proto jsme nejprve zvétsili rozméry desky a zvétsili i polomeér
vodni polokoule na 3nm. Pribéh ekvilibrace byl stejny jako v pfedchozim modelu.

Z obrazku 4.16 je jasné€ patrnd tendence vzniku vodniho menisku mezi kiemennym
hrotem a podlozkou. Na tomto misté je vSak nutné poznamenat, Ze vysledek simulace
nema odraz ve skutecném experimentu. V celém postupu jsme nebrali v ivahu tlak, jehoz
zohlednéni by prineslo nékteré komplikace a tak zistava namétem na dalsi pokracovani.
Za velmi dtlezity vysledek této simulace miizeme oznacit pozorovani vodniho menisku,
které znaci, ze nami sestaveny model i pouzité silové pole jsou funkéni, tudiz se mize na
projektu pokracovat v budoucnu.
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Obrazek 4.16: NVT ekvilibrace systému se zvétsenou podlozkou

Na zavér jako dalsi namét na pokracovani uvedme skutecnost, ze struktura kifemennych
AFM hroti je amorfni. Predmétem zkoumani by také mohl byt postup vygenerovani
amorfniho kiemene, ze kterého by se hrot postupem vyvinutym béhem TfeSeni této prace
vymodeloval.
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5. Zaveér

Tato bakalaiska prace je zaméfena na sestaveni funk¢énich modeli fotocitlivého ionto-
vého kanalu a AFM hrotu a jejich simulace pomoci metod vypocetni chemie.

Prvnim tkolem bylo nalezeni sady novych parametrti torzniho potencialu k silovému
poli GAFF, aby spravnym zptisobem popisovaly fotocitlivy prepina¢ iontového kanalu -
premostény azobenzen. Tento kol se ndm podarilo splnit pomoci metody UM06-2X-d3-
/def2-TZVPP, ze které jsme ziskali trénovaci body pro reparametrizaci silového pole i roz-
lozeni elektrostatického potencialu kolem molekuly. K urceni rozlozeni naboji na atomech
byla pouzita RESP metoda a parametry pro torzni potencidl byly ziskdny metodou Force
matching. Aktivacni energie vypoctena ze silového pole GAFF s nasimi novymi paramet-
ry se zvedla z 5,45kcal/mol na 29,15 kcal/mol, coz mnohem lépe odpovidd vypoctené
hodnoté z DFT vypoctu.

Navazujici kol spocival v sestaveni iontového kanalu a umisténi do lipidové dvou-
vrstvy. Nejprve jsme vybirali nejvhodnéjsi misto na peptidovém Tetézci pro navazani pre-
mosténého azobenzenu. Timto mistem jsme zvolili 8. a 19. aminokyselinu leucin v sekvenci
peptidového Tetézce z divodu vhodné vzdalenosti pro prfemostény azobenzen a vhodné
polohy vzhledem ke crownetherovym kruhtim.

Dale bylo potieba ovérit, zda byl iontovy kandl spravné namodelovan a zjistit, jak se
bude chovat uvnitt lipidové membrany. Po vytvofeni modelu iontového kanalu v lipidové
dvouvrstvé a spusténi simulace jsme oveérili, Ze iontovy kanal si zachoval svoji ptvodni
strukturu. Splnéni tohoto predpokladu znamenalo, Ze misto napojeni fotocitlivého ptepi-
nace na peptidovy Tetézec bylo vybrano spravné. Zaroven jsme sledovali, zda sada nami
nalezenych parametru silového pole zajisti vétsi stabilitu obou izomeru fotocitlivého pte-
pinace. Zjistili jsme, Ze pii 110 ns simulaci ztstal prepinac¢ po celou dobu jako F-izomer,
coz je v souladu s teoretickymi predpoklady.

Druhé c¢ast problematiky se tykala molekularné dynamické simulace vodniho menisku
kolem AFM hrotu. Vyty¢ili jsme si za cil sestavit model hrotu z a-kfemene, na kterém
bychom byli schopni sledovat interakci se vzorkem ve vodném prostiedi nebo na vzduchu
s danou relativni vlhkosti. Posledni ¢ast bakalarské prace je vénovana postupu, jak jsme
AFM hrot sestavovali. Pro tento tkol jsme pfevzali z literatury silové pole vhodné pro
sledovani interakce kifemene s vodou. Model hrotu byl vygenerovan pomoci ndmi napsa-
ného programu v C++ pouzivajici knihovnu OpenBabel. Na zavér jsme jednoduchymi
simulacemi ovérovali, jak bude hrot popsany pouzitym silovym polem interagovat s vo-
dou. Zjistili jsme, Ze se hrot skute¢né chova hydrofilné a pfi sestaveni modelu obsahujicim
hrot i podlozku jsme vznik vodniho menisku pozorovali.

V pritbéhu feseni projektu mé napadlo nékolik velmi zajimavych naméti na pokra-

¢ovani a rozvijeni této prace. Z dosazenych vysledki bychom mohli napiiklad sledovat
prichod iontl pres iontovy kanal a zdokonalovat jeho ucinnost a selektivnost. Dalsim
prikladem bylo simulovani uzaviené formy iontového kanalu. To by znamenalo navazat
na peptidovy fetézec Z-izomer premosténého azobenzenu a sledovat vlastnosti iontového
kanalu nebo v pribéhu kratké simulace za pouziti metody SCD pfechod z jednoho izo-
meru do druhého vynutit.
Simulace AFM hrotu se vznikajicim vodnim meniskem obsahuje velmi dtlezité vysledky
pro dalsi sledovani této zajimavé interakce. V dalsim kroku bude potieba vytesit prob-
lém fixace hrotu a sestavit model, ktery by uvazoval chovani systému v atmosférickych
podminkach.
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6. Seznam pouzitych zkratek

AFM mikroskopie atomarnich sil — Atomic Force Microscopy

CGTO kontrahované orbitaly Gaussova typu — Contracted Gaussian Type Orbitals
DNA kyselina deoxyribonukleovd — DeoxyriboNucleic Acid

DFT teorie funkcionalu hustoty — Density Functional Theory

DPN dip-pen nanolitografie — Dip-Pen Nanolitography

DPPC DiPalmitoylPhosphatidylCholin — DiPalmitoylPhosphatidylCholine
GAFF silové pole pro organické molekuly — General Amber Force Field
GTO orbitaly Gaussova typu — Gaussian Type Orbitals

AFM mikroskopie atomarnich sil — Atomic Force Microscopy

LAO lokélni anodicka oxidace — Local Anodic Oxidation

MD Molekularni dynamika — Molecular Dynamics

MM Molekulova mechanika — Molecular Mechanics

NPT konstantni pocet Céstic, tlak a teplota — constant Number of particles, Pressure
and Temperature

NVT konstantni pocet Castic, objem a teplota — constant Number of particles, Velocity
and Temperature

QM Kvantova mechanika — Quantum mechanics

RESP Restrained Electrostatic Potential

SEM rastrovaci elektronovy mikroskop — Scanning Electron Microscope
SCD Single Coordinate Driving

STO orbitaly Slaterova typu — Slater Type Orbitals

SIMS hmotnostni spektrometrie sekundarnich iont — Secondary Ion Mass
Spectrometry

XPS rentgenova fotoelektronova spektroskopie — X-ray Photoelectron Spectroscopy
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7. Seznam priloh

Na prilozeném CD je program pouzity na ofiznuti hrotu, modely vybranych struk-
tur a nové parametry silového pole popisujici dihedralni thel C-N=N-C piemosténého
azobenzenu.
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