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Rozdziat 1

Wprowadzenie

1.1 Blona komérkowa jako plynna mozaika

Blony komoérkowe sa dwuwymiarowymi, ciektokrystalicznymi mozaikami lipidéw
1 biatek, ktére oddzielaja organella komérki od jej otoczenia [1]. Peptydy i biatka obecne
w strukturze bton odgrywaja kluczowa rolg w pelnieniu biologicznych funkcji bton, a ich
aktywno$¢ moze by¢ regulowana przez rézne czynniki, takie jak temperatura, pH, potencjat
miedzyblonowy, modyfikacje potranslacyjne i obecnosc efektoréw allosterycznych [2, 3].

Sktad lipidowy blony ma istotny wplyw na funkcjonowanie biatek. Istnieje ogromna
r6znorodnos¢ lipidow, ktére sa sktadnikami bton, co prowadzi do zréznicowania bton pod
wzgledem grubosci, krzywizny, modulu zginania, ptynnosci, temperatury przejScia fazowego
i stopnia uporzadkowania acylowych tancuchéw lipidéw [4-6].

W tej czgSci pracy przedstawiam podstawowe informacje na temat wptywu budowy
chemicznej lipidow i wtasciwosci fizykochemicznych btony komérkowej na funkcjonowanie
biatek btonowych. W szczegdlnosci skupiam si¢ na niedopasowaniu hydrofobowym i upa-
kowaniu lipidéw. Przedstawiam réwniez przyktady uktadéw, w ktérych niedopasowanie hy-

drofobowe odgrywa istotng rolg w okresleniu kierunku spontanicznos$ci procesow.

1.2 Rodzaje oraz budowa lipidow

Jednymi z najczesciej wystgpujacych lipidow w blonie komérkowej sa glicerofos-
folipidy, ktére sa pochodnymi glicerolu. Skiladaja si¢ one z hydrofilowej “glowy”, zawie-
rajacej grupeg fosforanowa oraz rézne czasteczki, takie jak cholina, seryna, etanolamina, ino-
zytol lub glicerol, a takze hydrofobowego “ogona” z dwoma resztami kwaséw ttuszczowych
o r6znej dtugosci i nasyceniu wigzan [7]. W blonach komérkowych wystepuja réwniez lipidy
pochodzace od sfingozyny (sfingomieliny), ktére pelnig istotne funkcje w przenoszeniu sy-
gnaléw i sg substratami dla kluczowych metabolitéw odpowiedzialnych za wzrost i Smierc
komorki [8]. Blony mitochondrialne zawieraja natomiast kardiolipiny, ktére posiadaja dwie
grupy fosforanowe 1 cztery tancuchy acylowe [9].

W blonach komérkowych wystepuja réwniez sterole, ktére sktadaja si¢ z czterech
sprzezonych pierscieni (steranu) i alifatycznego, nasyconego taicucha bocznego. Rdzne
rodzaje steroli dominuja w okre$lonych krolestwach lub grupach organizméw. Cholesterol
wystepuje w komérkach zwierzgcych, fitosterole sa charakterystyczne dla bton roslinnych,
a ergosterol jest dominujacym sterolem u grzybéw. Organizmy prokariotyczne z kolei nie
posiadaja steroli w swoich btonach [10, 11].
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Btony komérkowe, jako dwuwarstwy lipidowe, zazwyczaj wykazuja asymetri¢. Bada-
nia wskazuja, ze w siateczce Srodplazmatycznej lipidy sa rozmieszczone réwnomiernie
migdzy dwoma listkami btony, natomiast asymetryczny rozklad lipidow obserwuje sig
w aparacie Golgiego, endosomach czy blonach plazmatycznych komoérki. W btonach
wykazujacych asymetri¢ zewngtrzna warstwa btony sklada si¢ gtéwnie z fosfatydylocholin
(PC) 1 sfingomielin (SM), podczas gdy wewngtrzna warstwa zawiera znaczne iloSci lipidow
zawierajacych etanolaming (PE), glicerol (PG) lub seryn¢ (PS) [12, 13]. Réwniez w przy-
padku steroli obserwowane jest nierdwnomiernie roztozenie migedzy warstwami blony —
wigksza frakcja cholesterolu znajduje si¢ po zewngtrznej stronie btony, natomiast wysokie
stezenia cholesterolu w wewngtrznej warstwie btony obserwuje si¢ w komorkach, ktore
uczestnicza w procesach zwigzanych z przekazywaniem sygnatu. Obecno$¢ asymetrii nie
jest przypadkowa — na przyktad ekspozycja PS na zewnetrznej warstwie btony wiaze si¢
z mechanizmem programowanej $§mierci komérki [14].

Budowa chemiczna lipidéw istotnie wptywa na ksztalt czasteczki. Typowy nasy-
cony fosfolipid, ktory zawiera dwa acylowe tancuchy, przyjmuje ksztatt zblizony do
cylindrycznego, podczas gdy sterole badZ kardiolipiny, ktére zawieraja cztery tancuchy acy-
lowe, maja ksztatt stozka. Réznice w rozmiarze i tadunku gltowy lipidu réwniez prowadza
do pofatdowania btony. Obszary o niezerowej krzywiZnie powierzchni moga by¢ miejscem
wigzania niektérych biatek [15].

W przesztosci uwazano, ze giéwna rola lipidow jest zapewnienie hydrofobowego
Srodowiska dla funkcjonowania bialek. Jednak coraz wigksza zwraca si¢ na budowg
chemiczng tancuchéw acylowych lipidéw 1 ich wptyw na wiasciwosci fizykochemiczne
btony. W dalszej czgsci rozprawy przedstawi¢ znaczenie dtugosci tancuchéw i nasycenia
wigzan dla dwoéch kluczowych wtasciwosci fizykochemicznych btony — grubosci i uporzad-

kowania.

1.3 Kluczowe wlasciwosci fizykochemiczne btony
1.3.1 Grubos¢ blony i niedopasowanie hydrofobowe

Réznice w dlugosci i nasyceniu tafdcucha acylowego ogonéw lipidéw wplywaja na
jedna z kluczowych wtasciwosci fizykochemicznych btony, jaka jest grubo$¢ rdzenia hydro-
fobowego (Dy). Obecnos¢ steroli rowniez wptywa na gruboS¢ blony poprzez wypetnianie
przestrzeni migdzy lipidami i rozcigganie taficuchéw acylowych lipidow.

Niedopasowanie hydrofobowe (AD) wystepuje, gdy hydrofobowa dlugo$¢ biatka
btonowego lub innej inkluzji (D)) rézni si¢ od hydrofobowej grubosci dwuwarstwy lipi-
dowej (Dy) [16]. Schemat i definicj¢ niedopasowania hydrofobowego przedstawitlem na
Rys. 1.1.
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AD — DTM - DH

Rys. 1.1: Definicja niedopasowania hydrofobowego jako réznica migdzy dtugoscia hydrofobowego fragmentu czasteczki, a gruboscia rdzenia hydrofobowego

btony.

Dodatnie niedopasowanie hydrofobowe (AD > 0) oznacza, ze w przypadku braku
odpowiedzi blony, hydrofobowe (niepolarne) fragmenty inkluzji bylyby eksponowane na po-
larny rozpuszczalnik. Natomiast ujemne niedopasowanie hydrofobowe (AD < 0) oznacza-
toby, ze w przypadku braku odpowiedzi btony, hydrofobowe fragmenty lipidow bytyby
eksponowane na wod¢ lub polarne fragmenty inkluzji. W rzeczywistosci ukiad dazy do
minimalizacji tego niekorzystnego termodynamicznie efektu poprzez zmiany konformacyjne
inkluz;ji lub lipidéw (czego nastgpstwem moze by¢ lokalnie §cienienie btony, jak na Rys. 1.1).
Ponadto mozna zaobserwowac zmiany orientacji, asocjacj¢ lub transfer inkluzji do obszaru

btony o grubosci odpowiadajacej AD =~ 0 [16].

1.3.2 Upakowanie lipidéw

Inna kluczowa wtasciwos$¢, jaka jest upakowanie lipidéw, zalezy gtéwnie od stosunku
miedzy nasyconymi a nienasyconymi fancuchami acylowymi w btonie. Nasycone fancuchy
acylowe moga by¢ gesto upakowane, co prowadzi do niskiej ptynnosci btony i wysokiej tem-
peratury przejscia fazowego (T,) z fazy zelowej do cieklej. Z kolei, nienasycone taricuchy
acylowe oddziatuja ze sobg stabiej, ze wzgledu na mniejsza powierzchni¢ kontaktu, co zwigk-
sza ptynno$¢ btony i obniza temperature przejsScia fazowego.

Obecnos¢ steroli wptywa réwniez na upakowanie btony poprzez wypetnianie
przestrzeni migdzy fancuchami acylowymi lipidéw, co prowadzi do zwigkszonego uporzad-
kowania tych tancuchéw. Sterole che¢tniej oddziatuja z lipidami nasyconymi, zwlaszcza
sfingomieling, ze wzgledu na mozliwos¢ utworzenia wigkszej ilosci oddziatywan migdzy-

czasteczkowych niz w przypadku lipidéw nienasyconych. Ponadto, obecnos¢ steroli migdzy
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lipidami utrudnia agregacj¢ lipidéw, co przyczynia si¢ do obnizenia temperatury przejscia
fazowego (Ty,) btony [17, 18].

W modelowych btonach, ktére zawieraja jednoczesnie lipidy nasycone, lipidy niena-
sycone 1 sterole, obserwuje si¢ powstawanie niemieszajacych si¢ ze soba domen o réznej
ptynnosci i grubosci. Pierwsza z tych domen, zwana domena uporzadkowana (L), skupia
gléwnie lipidy nasycone i sterole, co powoduje jej wigksza grubosc¢ i nizsza ptynnos¢. Druga
domena, zwana domeng nieuporzadkowana (Lp), zawiera przede wszystkim lipidy nienasy-
cone, co sprawia, ze jest ciefisza i bardziej ptynna.

Podobne domeny o ré6znym stopniu uporzadkowania obserwuje si¢ rowniez w btonach
biologicznych. Czgsto okresla si¢ je jako tratwy lipidowe lub rafty lipidowe i sa prefero-
wanymi miejscami przebywania wielu bialek odpowiedzialnych za przekazywanie sygnatow
lub transfer (poprzez endocytoze lub egzocytoze) [19-21]. Jednak termin “tratwy lipidowe”
jest kontrowersyjny, poniewaz te domeny sa dynamiczne, a obszary, na ktérych si¢ znajduja,
sg bardzo mate [22].

Nalezy zauwazy¢, ze zmiany w upakowaniu lipidéw sa $ciSle powiazane ze zmianami
w grubosci blony, dlatego trudno jest oddzieli¢ efekt niedopasowania hydrofobowego od upa-

kowania lipidéw 1 vice versa.

1.4 Sposoby odpowiedzi ukladu na niedopasowanie hydrofobowe
1.4.1 Lokalna zmiana grubo$ci blony

Jednym ze sposob6éw minimalizacji niedopasowania hydrofobowego jest dostosowanie
efektywnej dlugosci lipidow sasiadujacych z inkluzja, co prowadzi do lokalnego pogrubienia
lub Scienienia btony. Dla obszaréw o zmienionej grubosci spowodowanej obecnoscia inkluzji

mozna okresli¢ wielkos$¢ zaburzenia, wykorzystujac do tego celu obwdéd zaburzenia p.

1.4.2 Asocjacja

Innym sposobem minimalizacji niedopasowania hydrofobowego jest asocjacja dwéch
lub wigcej inkluzji. W literaturze przedstawiono ré6zne motywy asocjacyjne, takie jak se-
kwencje GxxxG czy tzw. motyw z zamkiem leucynowym, ktdre stabilizuja asocjaty poprzez
korzystne oddziatywania migdzyczasteczkowe [23-26]. Jednak badania wykazuja, ze mu-
tacje kluczowych reszt aminokwasowych odpowiedzialnych za asocjacje peptydow jedynie
ostabiaja, a nie catkowicie zatrzymuja zdolno$¢ do dimeryzacji [27]. To sugeruje, ze asocja-
cja bialek jest bardziej ztozonym procesem, ktéry zalezy od réznych czynnikéw, w tym od
niedopasowania hydrofobowego.

Przykladem, potwierdzajacym znaczacy wptyw niedopasowania hydrofobowego na
asocjacje zwiazkow, jest kompleks TatABC, ktéry jest zaangazowany w transport bialek
przez btone [28, 29]. Kompleks ten sktada si¢ z “rdzenia” zawierajacego podjednostki C
i B, oraz “kanatu”, ktéry jest agregatem kilkunastu podjednostek A. Dotychczasowe badania
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wykazaty, ze czgs$¢ hydrofobowa podjednostki A musi by¢ krétsza od grubosci btony, aby
umozliwi¢ stabilne potaczenie rdzenia BC z kanatem [30]. Ponadto, zwigkszenie dtugosci
monomeru A poprzez utworzenie chimerycznych form peptydu prowadzi do zmniejszenia
aktywnoSci kompleksu.

Przeprowadzono takze eksperymenty na btonowym peptydzie Vpu, ktéry jest
kodowany przez wirusa HIV-1 [31]. Niedopasowanie hydrofobowe wptywa istotnie nie tylko
na dimeryzacj¢ Vpu, ale takze na jego zdolno$¢ do wiazania si¢ z innymi peptydami obec-
nymi w btonie zainfekowanej komoérki. Badania sugeruja réwniez, ze Vpu moze giéwnie
oligomeryzowa¢ w obrebie aparatu Golgiego, ktérego blony sa grubsze niz blony siateczki
Srédplazmatycznej [32, 33]. Asocjacja wywolana przez niedopasowanie hydrofobowe jest
szczegblnie obserwowana w przypadku wigkszych biatek, takich jak rodopsyna [34], anio-
nowy kanat VDAC?2 [35], transporter Cl1C-ec1 [36], a takze transbtonowa domena biatka M2,
ktory nalezy do wirusa grypy typu A [37, 38].

1.4.3 Zmiana konformacyjna i reorientacja biatka

Kolejnym rodzajem odpowiedzi na niedopasowanie hydrofobowe jest zmiana kon-
formacyjna lub reorientacja biatka. Przykladem bialka, dla ktérego zaobserwowano taki
mechanizm jest MscL, czyli wystgpujacy w komoérkach prokariotycznych kanat jonowy akty-
wowany naprezeniem mechanicznym blony. Badania pokazuja, ze grubo$¢ blony ma istotny
wplyw na jego konformacje, ktére z kolei przektada si¢ na otwieranie i zamykanie kanatu
[39]. Zmiana orientacji helisy moze rowniez wptywaé na powierzchni¢ kontaktu w obrebie
domeny wiazacej 1 zwigkszac tendencje do asocjacji peptydow [27, 40].

1.4.4 Transfer pomiedzy domenami blony

W przypadku, gdy btona zawiera zaréwno lipidy nasycone i nienasycone, a takze ste-
role, tworza si¢ w btonach domeny uporzadkowane (Lg) 1 nieuporzadkowane (Lp), ktére
réznig si¢ gruboscia, co umozliwia transfer biatek do obszaréw o wartosci AD blizszej zeru.
Proces ten zostat zaproponowany jako kluczowy dla transferu biatek pomigdzy aparatem Gol-
giego a siateczka Srédplazmatyczng [41]. Istotnie, chociaz transfer pomigdzy organellami jest
zwiazany z peptydami sygnalowymi i biatkami transportowymi, to jednak na transfer biatka
moze wptywac dtugo$¢ hydrofobowa czasteczki. Ponadto, transfer do domeny o mniejszym
|AD| moze zapewnié prawidlowa aktywnos$¢ biologiczna, co zostato zaobserwowane w przy-
padku perfringolizyny O [42].

Nalezy jednak zauwazy¢, ze proces transferu i asocjacji bialek jest bardziej ztozony,
a wiele czynnikéw moze wptywac na preferencje lokalizacyjne biatek w btonie. Nie za-
wsze obserwuje si¢ tendencje do asocjacji biatek z obszarami o mniejszym niedopasowa-
niu hydrofobowym, poniewaz w wigkszosci przypadkéw biatka preferuja przede wszystkim
wigzanie si¢ do domeny Lp [43—46]. Z drugiej strony, istnieja takze biatka (np. recepto-

ry sprzgzone z biatkami G, GPCR), ktére preferuja lokalizacje w domenach zawierajacych
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cholesterol (L) ze wzgledu na obecnosé motywow, takich jak CRAC czy CARC, wykazu-
jacych powinowactwo wzgledem steroli [47, 48]. Ponadto, biatka btonowe maja czgsto zdol-
nos¢ do lokalnego modyfikowania sktadu lipidowego, rekrutujac do swojego bezposredniego

otoczenia lub zubozajac je o konkretne rodzaje lipidow [49].

1.5 Molekularna charakterystyka niedopasowania hydrofobowego oraz dotychczaso-
we sposoby jej analizy

Ze wzgledu na réznorodnosé sposobéw minimalizacji kosztu energetycznego wynika-
jacego z niedopasowania hydrofobowego, zazwyczaj trudno przewidzie¢, w jaki sposéb
konkretne biatko bedzie reagowac na ten efekt. Ponadto, molekularne mechanizmy niedopa-
sowania hydrofobowego nadal sa stabo poznane i istnieje wiele pytan, na ktére odpowiedzi
moga dostarczy¢ cennych informacji na temat funkcjonowania waznych biatek btonowych.
W tym podrozdziale przedstawi¢ dotychczasowy stan wiedzy na temat charakterystyki

niedopasowania hydrofobowego oraz narzedzi, ktére umozliwity lepsze jego opisanie.

1.5.1 Proste peptydy modelowe

Jednym ze sposobOw uproszczenia badanego zagadnienia jest wykorzystanie mo-
delowych peptydéw, takich jak WALP i KALP posiadajacych sekwencje odpowiednio
GWW(LA)xLWWA i GKK(LA)xLKKA (gdzie x oznacza liczb¢ powtérzen aminokwaséw
L oraz A). Peptydy te sa interesujace, poniewaz, pomimo braku motywow asocjacyjnych,
chetnie dimeryzuja, co zostalo zaobserwowane w badaniach z wykorzystaniem znakowanych
pirenem peptydéw WALP, w ktérych mierzono wydajno§¢ FRET [50]. Symulacje komput-
erowe rowniez potwierdzaja sktonno$¢ peptydow WALP do dimeryzacji [51]. Nawet w przy-
padku tak prostych peptydéw, specyficzne oddziatywania odgrywaja istotng rolg w procesie
dimeryzacji, co prowadzi do obserwowanej preferencji tworzenia dimeréw o utozeniu an-
tyréwnoleglym. Ponadto, dotychczasowe symulacje komputerowe badajace oddzialywania
miedzy dimerami WALP i KALP opieraty si¢ gtéwnie na modelach gruboziarnistych (ang.
coarse-grained), ktére dostarczaja stosunkowo wiarygodnych oszacowan energii swobodnej

wigzania, jednak cze¢sto niewlasciwie uwzgledniaja wktady entropowe i entalpowe.

1.5.2 Rola aminokwaséw kotwiczacych do blony

Czasteczki znajdujace si¢ w btonie lipidowej zazwyczaj posiadaja polarne fragmenty,
ktore petnig role kotwiczaca do jednego lub obu listkéw btony. Dodatkowo, aminokwasy
“kotwiczace” umozliwiaja utrzymanie statego nachylenia helisy w btonie [52]. Wsrdd naj-
czgSciej spotykanych aminokwaséw kotwiczacych mozna wymieni¢ te, ktére zawieraja aro-
matyczne taincuchy boczne, takie jak tryptofan, tyrozyna lub fenyloalanina, oraz te o tadunku
dodatnim, takie jak lizyna badZ arginina.

Warto jednak zauwazy¢, ze wspomniane aminokwasy kotwicza do btony w rézny

sposob. Wykazano [53], ze tryptofan poprzez swdj pierscien indolowy tworzy wiazania
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wodorowe z grupg karbonylowa, podczas gdy dodatnio natadowana lizyna preferuje oddzia-
tywania z potozonymi blizej fazy wodnej grupami fosforanowymi. W rezultacie, peptydy
o tej samej dlugosci, ale z r6znymi aminokwasami kotwiczacymi, moga mie€ rézny wptyw
na temperatur¢ przejScia fazowego, co zostalo zademonstrowane na przykladzie peptydéw
KALP i1 WALP [54]. Mozemy wigc stwierdzié, ze helikalne peptydy o takiej samej diu-
gosci ale z réznymi resztami kotwiczacymi, moga mie¢ wyraZznie r6zna dlugos$¢ hydrofobowa
Dtm. W konsekwencji te peptydy przechylaja si¢ w blonie pod innym katem, aby zminima-
lizowac koszt energetyczny zwiazany z niedopasowaniem hydrofobowym [52].

1.5.3 Napiecie liniowe

Innych cennych wskazéwek dotyczace asocjacji i transferu bialek migdzy domenami
btony o réznej grubosci dostarcza praca D. Milovanovica, ktéra skupia si¢ na transbtfonowym
fragmencie syntaksyny. W pracy tej zbadano, jak niedopasowanie hydrofobowe wplywa na
stabilno$¢ dimeréw syntaksyny oraz powigzano wyniki z teorig o “napigciu liniowym” [55].

Umieszczenie inkluzji w blonie wiaze si¢ z pewnym kosztem energetycznym AG,
w ktérym zawarte jest utworzenie wiazan inkluzja-btona czy zmiana lokalnej grubosci btony.
Natomiast terminem “napigcia liniowego” o okre§lamy prace zwiazana z wlozeniem inkluzji
do btony w przeliczeniu na jednostk¢ obwodu zaburzenia p, co mozna zapisa¢ wzorem:
o = AG/p [56-58].

Procesy zwiazane z napigciem liniowym obejmuja tworzenie domen blonowych
o r6znym stopniu uporzadkowania. Wykazano, ze wielko$¢ tych domen jest SciSle zalezna
od réznicy dtugosci taiicuchéw acylowych lipidéw reprezentujacych poszczegélne domeny,
co wptywa na napigcie liniowe [59]. Oznacza to réwniez, ze mozna powigzac ¢ z niedopa-
sowaniem hydrofobowym AD.

W czasie dimeryzacji dwdch inkluzji, dochodzi do réwnoczesnej koalescencji dwéch
obszar6w zaburzenia. Oznacza to, ze sumaryczny obwdd zaburzenia maleje, a jego
réznica Ap przemnozona przez ¢ pozwala oszacowaé zmiang energii swobodnej wynika-
jacej z dimeryzacji inkluzji. Wedtug tej teorii mozna tlumaczy¢, dlaczego blonowe peptydy
rekrutujg inne peptydy lub lipidy o takiej samej wielkoSci [60].

1.6 Wybrane przyklady procesé6w napedzanych przez niedopasowanie hydrofobowe

W dalszej czgSci przedstawi¢ przyktady proceséw o znaczeniu biologicznym,
w ktérych kluczowa role odgrywa niedopasowanie hydrofobowe. Procesy te angazuja
zaréwno biatka oraz peptydy, jak i inne czasteczki osadzone w btonach lipidowych, takie

jak alkohole oraz karotenoidy.

1.6.1 Wiazanie si¢ cholesterolu do peptydow L11 i KALP21

Funkcjonowanie wielu biatek zalezy od obecnosci steroli w btonie, w ktérej biatko

jest zakotwiczone. Jednym z motywow, ktore wydaja si¢ zwigkszaC¢ powinowactwo biatek
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do cholesterolu, jest motyw CRAC (ang. cholesterol recognition/interaction amino acid con-
sensus) [48, 61, 62]. Konsensusowa sekwencja motywu CRAC ma postaé (L/V)-X{_5—
(Y/F/IW)-X_5—(K/R), gdzie symbol X oznacza dowolny aminokwas. Warto zauwazyc,
ze ten motyw jest na tyle elastyczny (ponad 1013 kombinacji), ze moze stuzy¢ nie tylko
do specyficznego wiazania cholesterolu. Z drugiej strony motyw wskazuje kluczowe reszty
aminokwasowe, ktére wplywaja na otoczenie lipidowe i posrednio indukuja wiazanie choles-
terolu. Liczne badania potwierdzaja zwigkszone powinowactwo cholesterolu do bialek za-
wierajacych “gladka” powierzchni¢ molekularng zapewniang przez obecnoS¢ reszt leucyny
lub waliny [63].

Zadajac pytanie “Jaka sekwencja aminokwasowa peptydu zapewnia najlepsze
powinowactwo cholesterolu do niego?”, nalezy zauwazy¢, ze badanie wszystkich mozliwych
struktur moze by¢ niemozliwe, zwlaszcza gdy wezmiemy pod uwage peptydy o dtugosci
okoto 20 reszt aminokwasowych, co daje liczb¢ kombinacji wynoszaca 2020, Aby rozwigzaé
ten problem, zesp6t profesora H.J. Risselady zastosowat tzw. algorytm genetyczny [64].

Algorytmy genetyczne modeluja mechanizmy darwinistycznej ewolucji w ramach al-
gorytmu obliczeniowego. Wykorzystuja takie elementy jak rekombinacja, krzyzowanie, mu-
tacja, selekcja i ocena przystosowania. W przypadku algorytméw genetycznych, pojecie
“przystosowania” odnosi si¢ do wskaZnika jakos$ci, ktéry informuje o tym, jak dobrze dana
czasteczka odpowiada na zdefiniowane warunki. Zwiazki o najwyzszym przystosowaniu
maja wigksze szanse na przekazanie swojej struktury do nastepnej generacji, podczas gdy
czasteczki o0 nizszym przystosowaniu maja mniejsze szanse na przetrwanie lub przyczynie-
nie si¢ do rozwoju populacji. W przypadku tego badania, funkcja przystosowania jest suma
energii oddzialywan migdzy peptydem a wszystkimi czasteczkami cholesterolu znajdujacymi
si¢ w zdefiniowanym promieniu odcigcia. W rezultacie, peptyd o najlepszej sekwencji bedzie
zawieral najwigksza liczbeg czasteczek cholesterolu w swoim otoczeniu.

Zaproponowana przez zespot Profesora H.J. Risselady metoda (TU Dortmund),
nazwana Evo-MD, opiera si¢ na wykorzystaniu symulacji gruboziarnistej dynamiki moleku-
larnej w celu okreslenia funkcji przystosowania. Aby uproscié proces, algorytm przeksztatca
tylko jedna potowe aminokwaséw helisy, podczas gdy druga potowa struktury jest jej lus-
trzanym odbiciem. Nastgpnie algorytm wybiera zbiér peptydéw o najlepszym dopasowaniu,
czyli takich, w ktérych energia oddziatywan migdzy peptydem a cholesterolami bedzie naj-
wigksza. Na podstawie wynikéw uzyskanych przy pomocy tej metody mozliwe jest okresle-
nie zakonserwowania reszt aminokwasowych na poszczegdélnych pozycjach.

Badania przeprowadzone za pomoca Evo-MD pozwolity ustali¢, ze transbtonowa he-
lisa 0 najwyzszym powinowactwie do cholesterolu zawiera reszty polarnych aminokwaséw
w pozycjach 1-6 (lizyna oraz kwasy asparaginowy i glutaminowy), zas w pozycjach 7-10
wystepuja reszty niepolarnych aminokwaséw, zwlaszcza proliny, waliny 1 izoleucyny. Po-
nadto wysokie powinowactwo do cholesterolu obserwuje si¢ rowniez dla peptydéw o podob-

nej sekwencji, zawierajacych polarng resztg lizyny w pozycji 7. To sugeruje, ze struktury
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o krétszych blokach hydrofobowych moga réwniez wykazywac wysokie powinowactwo do
cholesterolu. Wydaje si¢ nieoczekiwane, ze prolina i walina sa tak silnie zakonserwowane
na pozycjach 7-10 [65, 66], jednak nalezy pamigtaé, ze jest to wynik wcze$niej przyjetego
zalozenia, ze wszystkie peptydy utrzymuja strukturg o-helisy. Ponadto, modele gruboziar-
niste szacuja energie oddzialywan migdzyczasteczkowych w spos6b mniej realistyczny niz
modele pelnoatomowe, dlatego do dalszych badan wykorzystano peptyd zawierajacy reszty
leucyny w bloku hydrofobowym.

Zaproponowana struktura L11 o sekwencji D3K3L1;K3D3 nie zawiera reszt amino-
kwasowych o aromatycznych taficuchach bocznych, ktére sa istotne dla struktur zawieraja-
cych motyw CRAC. Niemniej jednak, .11 stanowi interesujacy przyktad, ktéry pokazuje,
ze uniwersalna cecha peptydu, jaka jest rozmiar bloku hydrofobowego, moze by¢ wystar-
czajaca do osiagnigcia zwigkszonego powinowactwa do cholesterolu. W celu potwierdzenia
wynikéw uzyskanych przy uzyciu metody Evo-MD, przeprowadzono zaréwno eksperymen-
talne badania nad tym peptydem, jak i pelnoatomowe symulacje dynamiki molekularnej,
ktére wykonalem osobiscie. Oczekiwanym rezultatem byto istotne wptywanie niedopasowa-

nia hydrofobowego na wiazanie cholesterolu do peptydu.

1.6.2 Wiazanie si¢ bialka prekursorowego amyloidu do y-sekretazy

v-sekretaza (Rys. 1.2) jest proteaza blonowa, ktéra odgrywa rolg w regulowanej prote-
olizie wewnatrzbtonowej [67]. Jej funkcja jest rozszczepianie wielu peptydow 1 biatek syg-
nalizacyjnych w obrgbie ich domeny transbtonowej (TMD). Jednym z najbardziej znanych
substratow y-sekretazy jest biatko prekursorowe amyloidu (APP), ktére jest zwigzane z roz-
wojem choroby Alzheimera. Niewtasciwe cigcie APP powoduje nadmierng produkcije
polipeptydéw (-amyloidu, ktére asocjuja w rozpuszczalne oligomery i fibrylarne agregaty,
prowadzac do uposledzenia aktywnoSci synaptycznej i obumierania neuronéw [68, 69].

Zidentyfikowano ponad 90 znaczaco rézniacych si¢ substratow y-sekretazy [70, 71].
W zwiazku z tym sugeruje si¢, ze wigzanie substratow do y-sekretazy odbywa si¢ poprzez
uniwersalny mechanizm, a nie specyficzne motywy asocjacyjne. Wykazano, ze aktywnos$¢
proteolityczna y-sekretazy zwigksza si¢ wraz ze wzrostem stgzenia cholesterolu w btonie
lipidowej [72—74]. Usunigcie cholesterolu z blony powoduje niemal catkowite zahamowanie
aktywnosci proteolitycznej tej proteazy [75]. Prowadzi to do pytania dotyczacego roli choles-
terolu w tym procesie: czy jest on bezposrednio zwiazany z jednym z biatek (enzymem lub
substratem), czy tez posrednio, poprzez modyfikacj¢ wtasciwosci fizykochemicznych btony,

wplywa na asocjacje¢ substratu z y-sekretaza?
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Rys. 1.2: Struktura vy-sekretazy w btonie. (A) Widok z boku wraz z podpisem wszystkich kluczowych podjednostek. (B) Mapa lokalnej grubosci btony
DPPC/Chl w otoczeniu y-sekretazy. Cylindrami przedstawiono poszczegdlne helisy transbtonowe biatka.

W ramach swojej rozprawy doktorskiej, doktor Lukasz Nierzwicki przeprowadzit
badania majace na celu zbadanie roli cholesterolu w procesie wiazania substratu APP
z y-sekretaza. W przypadku blony zawierajacej DPPC oraz cholesterol (o stezeniu 40%
mol), uzyskat on profil energii swobodnej (Rys. 1.3, czerwony), ktéry prezentuje szerokie
i glebokie minimum o glgbokosci 4.5 kcal/mol. To wskazuje na relatywnie wysokie
powinowactwo substratu do y-sekretazy.

W przypadku catkowitego braku cholesterolu w blonie, zaobserwowano zmniejszenie
glebokosci studni energii swobodnej, co przetozylo si¢ na spadek powinowactwa do wartosci
rzedu 0.5 kcal/mol (Rys. 1.3, niebieski). Zaproponowano zatem, ze dodatek cholesterolu
do blony DPPC zwigksza grubos$¢ btony, co skutkuje ujemnym niedopasowaniem hydro-
fobowym migdzy APP lub y-sekretaza, a grubosScia blony. W rezultacie uktad dazyt do mi-
nimalizacji efektu niedopasowania hydrofobowego poprzez wigzanie APP z y-sekretaza.

Dodatkowo, gdy vy-sekretaza oraz APP znajdowaty si¢ w btonie SOPC (18:0-18:1
PC), zaobserwowano, ze sztuczne zwigkszenie grubosci btony do poziomu odpowiadajacego
DPPC/Chl (poprzez przytozenie dodatkowego potencjatu) podobnie sprzyjalo wigzaniu sub-
stratu z enzymem [76]. To pokazuje, ze na zwigkszone powinowactwo APP do y-sekretazy
wplywa przede wszystkim grubos¢ btony, niz specyficzne oddzialywania biatko-cholesterol.
W ramach mojej pracy przeprowadzilem analiz¢ symulacji przeprowadzonych przez dra
Nierzwickiego, celem potwierdzenia wpltywu niedopasowania hydrofobowego na wiazanie
APP z y-sekretaza. W czesci wynikowej przedstawie rowniez, w jaki sposdb teoria napie-
cia liniowego wyjasnia zmiany energii swobodnej towarzyszace procesowi wigzania APP do

v-sekretazy.
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Rys. 1.3: Profile energii swobodnej dla wigzania substratu przez y-sekretaz¢ w obecnosci (czerwony) lub nieobecnosci (niebieski) cholesterolu w btonie
DPPC. Wyniki obliczeri opublikowano w [76].

1.6.3 Agregacja koniugatéow peptyd-antybiotyk w obrebie bton lipidowych

Ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia) stanowi jedna z najczestszych
postaci biataczki [77]. Przyczyna tej choroby nadal pozostaje otwarta kwestia. Obecnie
wskazuje si¢ trzy czynniki, ktére moga by¢ zwiazane z jej wystapieniem: promieniowanie
jonizujace, benzen oraz Srodki alkilujace [78]. Gloéwna metoda leczenia ostrej biataczki
szpikowej jest chemioterapia. W obszarze innowacyjnych metod leczenia znajduja si¢
takze peptydy transbtonowe o dziataniu selektywnym, ktére wykazuja wigksza aktywnos$¢é
wobec komérek nowotworowych niz zdrowych komoérek Ich mechanizm dziatania polega
na zaburzaniu ciagtoéci btony komérkowej, co prowadzi ostatecznie do $mierci komorki.
Przyktadem takiego zwiazku jest peptyd transportan 10 (TP10).

Jednym z efektéw ubocznych stosowania chemioterapii jest zwigkszone ryzyko wy-
stapienia chorob zakaznych, zwlaszcza infekcji bakteryjnych [79]. Z tego powodu, pod-
czas chemioterapii jednoczes$nie stosuje si¢ antybiotyki z grupy fluorochinolonéw, takich
jak lewofloksacyna (LVX, Rys. 1.4) lub cyprofloksacyna [80-82]. Fluorochinolony dziataja
poprzez hamowanie gyrazy bakteryjnej i topoizomerazy IV [83, 84]. W wysokich stgze-
niach fluorochinolony maja zdolno$¢ do hamowania proliferacji i wywotywania starzenia si¢
komorek rakowych poprzez indukcje dysfunkcji mitochondriéw [85].

Pomimo stosowania chemioterapii polaczonej z zastosowaniem antybiotykéw, umie-
ralno$¢ zwiazana z wystapieniem ostrej bialaczki szpikowej nadal pozostaje na poziomie
20-40% [86]. Jednym z efektow ubocznych zastosowania fluorochinolonéw w terapii jest
indukowanie stresu oksydacyjnego, co prowadzi do uszkodzen struktury DNA, bialek oraz
utlenienia lipidéw btonowych [87-89].
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Z tego powodu badane s3 nowe
metody leczenia, ktére mogtyby zapewnic
skuteczniejsza  terapi¢, = minimalizujac
jednoczes$nie ryzyko dla zdrowia pac-
jenta. Jedna z proponowanych mozliwosci
leczenia biataczki opiera si¢ na wyko-
rzystaniu koniugatow, ktore zawieraja
w swojej budowie jednocze$nie antybio-
tyk LVX, jak i zwiazek o witasciwosSciach

cytotoksycznych — transportan 10 (TP10).

Badania sugeruja, ze koniugaty wyko-
rzystujace peptyd TP10 powoduja istotny
wzrost porowatosci btony przy stosowaniu
wysokich stgzen TP10 [90]. Dodatkowo, |
zaobserwowano, ze tego rodzaju koniu- CH
gaty charakteryzuja si¢ nizszym ryzykiem
wywolywania stresu oksydacyjnego [91,
92].

Rys. 1.4: struktura chemiczna lewofloksacyny (LVX).

Badania prowadzone pod kierownictwem Profesora Krzysztofa Rolki z Uniwersytetu
Gdanskiego wykazaly, ze koniugaty TP10-NH, - LVX wykazuja wysoka selektywnos¢
wobec komorek biataczki w pordwnaniu do komoérek zdrowych [93]. Dodatkowo, wykazuja
one silng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa [94]. W celu dalszego rozwoju potencjalnych
chemioterapeutykéw kluczowe byto zrozumienie mechanizmu cytotoksycznosci koniugatu
TP10-NH; -LVX 1 jego potencjalnego dziatania przeciwnowotworowego. Badanie tego
mechanizmu mogtoby przyczynié si¢ do dalszych postepoéw w tej dziedzinie lekéw. W czgsci
wynikowej zaprezentuj¢ dowody na istotng rolg oligomeryzacji koniugatéw w procesie per-
meabilizacji blony. Dodatkowo, przedstawi¢ argumenty potwierdzajace kluczowe znaczenie
niedopasowania hydrofobowego w tworzeniu poréw wodnych. Dodatkowo, zaprezentuje
wyniki wskazujace na niezaleznoS¢ agregacji koniugatéw TP10—NH;, —LVX od sktadu lipi-
dowego btony.

1.6.4 Wplyw dlugosci hydrofobowej alkoholi na wlasciwosci fizykochemiczne blony

Alkohole, ze wzglgdu na swoja strukturg chemiczna, maja zdolno$¢ do wiazania
si¢ z btonami lipidowymi, co moze prowadzi¢ do modyfikacji ich wtasciwosci fizyko-
chemicznych. Dlatego tez alkohole sa dobrze znane ze swoich wlasciwoSci anestetycznych
[95, 96]. Zgodnie z prawem Meyera-Overtona, efektywno$¢ czasteczki jako anestetyka
wzrasta wraz z jej hydrofobowos$cia, co w przypadku alkoholi jest powiazane z dlugoscia
taiicucha weglowodorowego [97, 98]. Jednak po przekroczeniu pewnej dlugosci hydro-

fobowej, wystepuje catkowite zanikanie wlasciwosci anestetycznych (ang. anesthetic “cut-
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off”). W przypadku alkoholi, catkowite zanikanie wystgpuje dla tancuchéw zawierajacych
wigcej niz 13 atoméw wegla [99].

Grupa Profesora V.A. Raghunathana (Raman Research Institute, Indie) postawita so-
bie za cel zbadanie wptywu alkoholi o réznej dlugosci taicucha na wiasciwosci fizyko-
chemiczne blon lipidowych. Dotychczas przeprowadzone badania pozwolily zauwazy¢, ze
wplyw alkoholi na te wlasciwosci r6zni si¢ w zaleznoSci od dlugosci tancucha alkilowego
alkoholu. Dodatek krétszych alkoholi (wiacznie do oktanolu) prowadzi do obnizenia temper-
atury przejscia fazowego (Ty,) oraz zmniejszenia grubosci dwuwarstwy lipidowej w porow-
naniu do btony zawierajacej tylko DMPC (di-14:0 PC). Z kolei dodatek dluzszych alko-
holi (dekanolu, dodekanolu) powoduje zwigkszenie Ty, przy niewielkiej réznicy w grubosci
btony w poréwnaniu do czystego DMPC. Do tej pory nieznany byl molekularny mecha-
nizm, ktéry wyjasnitby zr6znicowane odpowiedzi btony na dodatek alkoholi o ré6znych dtu-
gosciach taficucha. W czgséci wynikowej udowodnig, ze kluczowym czynnikiem wptywaja-
cym na odpowiedZ blony jest niedopasowanie hydrofobowe pomigdzy czasteczkami alkoholi

1 lipidéw, bazujac na przeprowadzonych przeze mnie obliczeniach.

1.6.5 Karotenoidy i ich rola w ochronie oka przed fotouszkodzeniami

Karotenoidy, takie jak luteina, zeaksantyna i mezo-zeaksantyna (Rys. 1.5), sa obecne
w wysokich stezeniach w blonach siatkdwki oka [100, 101]. Szczegdlnie wiele karotenoidéw
znajduje si¢ w plamce z6ttej, bogatym w czopki regionie odpowiedzialnym za widzenie cen-
tralne o wysokiej ostrodci [102]. Badania naukowe wielokrotnie wskazywaty na wptyw
karotenoidéw na prawidtowe funkcjonowanie oka, w tym ich wtaSciwosci przeciwutlenia-
jace [103-105].

Rola karotenoidéw w ochronie fotoreceptoréw oka byta dotad mato poznana. Dlatego
zespot pod kierownictwem profesora W.I. Gruszeckiego (UMCS W Lublinie) przeprowadzit
badania, wykorzystujac btony siatkéwki oka oraz liposomy zawierajace karotenoidy. Na pod-
stawie badan spektroskopowych i mikroskopowych wysunigto hipoteze, zgodnie z ktéra dzi-
alanie intensywnego Swiatta powoduje reorientacj¢ czasteczek karotenoidéw. Proces ten ma
na celu efektywne absorbowanie fotonéw padajacych na siatkéwke, co prowadzi do zmniej-
szenia przenikania §wiatla do kolejnych warstw siatkéwki zawierajacych fotoreceptory. Do-
datkowo zasugerowano, ze zmiana orientacji czasteczek wiaze si¢ z izomeryzacja geome-
tryczna (cis-trans) [106].

Ta hipoteza sktonita do dalszych badan nad orientacja izomeréw karotenoidéw przy
uzyciu metod komputerowych, ktére podjatem. W czgSci wynikowej pokaze, ze niedopa-
sowanie hydrofobowe migdzy karotenoidem a btona wynika z przeksztatcenia karotenoidéw
w forme izomeru cis. W rezultacie izomer cis reaguje na niedopasowanie hydrofobowe,
zmieniajac swoja orientacj¢ w blonie. Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzaja hipotezg,

ze karotenoidy moga petnic rolg rodzaju “molekularnych zaluzji” w oku.
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Rys. 1.5: Struktury chemiczne trzech karotenoidéw obecnych w siatkéwce oka.
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Rozdziat 2

Cele oraz zakres pracy

Niedopasowanie hydrofobowe istotnie wptywa na asocjacj¢ inkluzji btonowych,
ich segregacje pomigdzy domenami o réznym stopniu uporzadkowania konformacyjnego
lipidéw oraz preferowang orientacj¢ w btonie. Gtéwnym celem mojej rozprawy doktorskie;j
bylto iloSciowe zbadanie roli niedopasowania hydrofobowego jako powszechnie wystepu-
jacej sity napedowej proceséw zachodzacych w obrgbie bton lipidowych. W szczegdlnosci
zadalem sobie pytanie o konkretne mechanizmy i oddzialywania migdzyczasteczkowe lezace
u podstaw kluczowej roli niedopasowania hydrofobowego w wyzej wymienionych proce-
sach.

Wigkszos$¢ dotychczasowych badan nad niedopasowaniem hydrofobowym skoncen-
trowana byta na inkluzjach o okreslonej strukturze chemicznej, a zatem wykazujacych specy-
ficzne oddzialywania inkluzja-btona. Obecno$¢ takich oddziatywan znaczaco komplikuje
analiz¢ roli samego niedopasowania hydrofobowego w badanych procesach, takich jak aso-
cjacja czy segregacja migdzy domenami btonowymi. Ponadto, w przypadku naturalnych
inkluzji, takich jak peptydy btonowe, ich zmienno$¢ konformacyjna uniemozliwia $cista kon-
trolg stopnia niedopasowania hydrofobowego, co dodatkowo utrudnia badania.

W zwiazku z tym, aby osiagnaé postawiony w pracy cel, opracowatem minimalny
model inkluzji btonowej, ktéry nie wykazywatby specyficznych oddziatywan z lipida-
mi, umozliwiajac tym samym bezposSrednie badanie roli niedopasowania hydrofobowego
w wyze] wymienionych procesach. Co istotne, opracowany model umozliwia precyzyjna
kontrolg¢ kluczowych parametréw inkluzji, takich jak dtugosé¢, Srednica, czy tadunek elek-
tryczny.

Opracowany model inkluzji wykorzystatem nastgpnie do przeprowadzenia moleku-
larnej charakterystyki niedopasowania hydrofobowego i jego roli w poszczegdlnych proce-
sach blonowych. To nadrz¢dne zadanie badawcze podzielitem na cztery ponizsze zadania

szczegotowe.

1. Zbadanie energetyki procesu tworzenia ujemnego niedopasowania hydrofobowego.

Lokalne Scienienie btony jest powszechng odpowiedzig na ujemne niedopasowanie hy-
drofobowe. Dotychczas w literaturze poSwigcono jednak bardzo niewiele uwagi analizie
kosztu termodynamicznego takiego zaburzenia btony wynikajacego z obecnosci ujemnego
niedopasowania hydrofobowego.

W zwiazku z tym, za cel postawilem sobie precyzyjne okreSlenie zmiany energii swo-

bodnej towarzyszacej przeniesieniu modelowej inkluzji z domeny btonowej w ktdrej jest ona
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hydrofobowo dopasowana, do domeny, w ktérej dochodzi do Scienienia blony wskutek ujem-
nego niedopasowania hydrofobowego. Ponadto, interesowato mnie, w jaki sposéb oddzia-
tywania dyspersyjne oraz elektrostatyczne pomigdzy poszczegdlnymi sktadnikami uktadu

wplywaja na koszt wytworzenia niedopasowania hydrofobowego.

2. OKkreslenie roli niedopasowania hydrofobowego w asocjacji inkluzji bfonowych.

Jedna z kluczowych odpowiedzi na niedopasowanie hydrofobowe jest asocjacja
inkluzji. Moim celem bylto zrozumienie, jak energia swobodna uktadu zmienia si¢ w za-
leznosci od odlegtosci migdzy dwiema modelowymi inkluzjami przy réznych wartoSciach
niedopasowania hydrofobowego. W celu uzyskania bardziej precyzyjnego opisu tego pro-
cesu na poziomie molekularnym, zamierzatem takze wyznaczy¢ wkiady do energii swobod-
nej asocjacji pochodzace od oddzialywan dyspersyjnych oraz elektrostatycznych pomigdzy
r6znymi sktadnikami uktadu.

Interesowato mnie réwniez zrozumienie, czy zaréwno ujemne, jak i dodatnie niedopa-
sowanie hydrofobowe wptywaja na asocjacj¢ inkluzji w podobny sposob. Ponadto chciatem
zbadad, jaka jest relacja migdzy upakowaniem lipidéw a niedopasowaniem hydrofobowym
jako sila napedowa do asocjacji. Zamierzalem takze ustali¢, w jaki spos6b tadunek elek-
tryczny inkluzji wptywa na stabilnos¢ jej dimeréw indukowanych niedopasowaniem hydro-

fobowym.

3. Okreslenie roli niedopasowania hydrofobowego w segregacji inkluzji pomi¢dzy domenami blonowymi
o ré6znym stopniu uporzadkowania konformacyjnego.

Wigkszos$¢ inkluzji blonowych wykazuje pewna preferencje do lokalizowania si¢
w obrgbie domen btonowych o okreslonym stopniu uporzadkowania konformacyjnego
lipidéw. Interesowalo mnie zrozumienie wptywu niedopasowania hydrofobowego na segre-
gacje inkluzji migdzy tymi domenami. W tym celu zaplanowatem analiz¢ zmian energii swo-
bodnej towarzyszacych przeniesieniu inkluzji btonowych migdzy domenami, przy réznych
warto$ciach niedopasowania hydrofobowego. Obliczone energie swobodne przeniesienia za-
mierzatem takze podda¢ dekompozycji, w celu ustalenia, ktére wktady sprzyjaja lokalizacji

inkluzji w obrebie domen o wyzszym lub nizszym stopniu uporzadkowania.

4. Weryfikacja wnioskéw plynacych z badan nad modelowymi inkluzjami z wykorzystaniem rzeczy-

wistych ukladow o znaczeniu biologicznym.

Celem tego zadania byto zweryfikowanie, w jakim stopniu wnioski uzyskane z badan
nad modelowymi inkluzjami sa uniwersalne 1 moga zosta¢ wykorzystane do lepszego zrozu-
mienia mechanizméw odpowiedzi rzeczywistych uktadow btonowych na niedopasowanie
hydrofobowe.

Konkretnie, interesowato mnie ustalenie, jak istotnym czynnikiem jest niedopasowanie

hydrofobowe jako sita napgdowa asocjacji czasteczek, ktére, w przeciwienstwie do modelo-
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wych inkluzji, tworza rowniez specyficzne oddziatywania migdzy soba. W zwiazku z tym za-
mierzatlem zbadac rol¢ niedopasowania hydrofobowego w trzech réznych przypadkach asoc-
jacji: 1) wiazania si¢ cholesterolu z prostymi peptydami, ii) wigzania peptydu z biatkiem
enzymatycznym oraz iii) oligomeryzacji peptydow tworzacych w blonie pory wodne.

W ramach tego zadania zalozylem takze zbadanie wptywu niedopasowania hydro-
fobowego na reorientacj¢ karotenoidéw pod wptywem ich fotoizomeryzacji, ktéra prowadzi
do zmiany ich efektywnej dtugosci hydrofobowej. Dodatkowo, postanowitem takze zbadac,
w jakim stopniu niedopasowania hydrofobowe odpowiedzialne jest za zmiang wtasciwosci
fizykochemicznych bton spowodowang dodatkiem alkoholi o r6znej dtugosci tancuchéw al-
kilowych.

W realizacji powyzszych czterech zadan postuzytem si¢ petnoatomowa dynamika
molekularnag. Wybor tej metody wynikal z koniecznoSci analizy subtelnej réwnowagi sit
rzadzacych samorzutno$cia proces6w btonowych. W szczegdlnosci zalezato mi na uzyskaniu
precyzyjnego opisu oddziatywan lipid-lipid oraz lipid-rozpuszczalnik, przy pelnym uwzgled-
nieniu entropii konformacyjnej taficuchéw acylowych. Dzigki takiemu precyzyjnemu
opisowi latwiej jest osiagna¢ zgodnos¢ z wynikami do§wiadczalnymi in vitro. Co wigcej,
symulacje atomistyczne pozwalaja na ogot na glebsze zrozumienie badanych mechanizméw

1 sit napgdowych w badanych uktadach.
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Rozdziat 3

Metody obliczeniowe

3.1 Dynamika molekularna

Badania naukowe w dziedzinie biologii napotykaja na liczne wyzwania, takie jak
pelne zrozumienie mechanizméw biomolekularnych, ktére leza u podstaw funkcjonowania
zywych organizméw [107, 108]. Postgp metod doswiadczalnych umozliwia eksploracje
uktadéw z coraz wigksza rozdzielczoscia, az do skali atomowej czy nawet subatomowe]
[109]. Eksperymenty laboratoryjne czgsto napotykaja na rozne bariery, takie jak ograniczona
rozdzielczo$¢ przestrzenna lub czasowa, badZz wysokie koszty. Stad wynika potrzeba wyko-
rzystania modeli teoretycznych i symulacji komputerowych, ktére stanowia cenne narzedzie
uzupetniajace podejScie eksperymentalne.

Najbardziej naturalne i bezposrednie podejscie do symulowania uktadéw moleku-
larnych mogtoby si¢ opiera¢ na przewidywaniu ewolucji czasowej uktadu na poziomie ato-
mowym z wykorzystaniem praw mechaniki kwantowej, w szczegdlnosci zaleznego od czasu
rownania Schrodingera [110]. Niestety, ze wzgledu na ogromne koszty obliczeniowe, po-
dejscie oparte na petnej funkcji falowa do opisu uktadu jest ograniczone do bardzo matych
uktadéw, ztozonych zazwyczaj z co najwyzej kilka atoméw. Dlatego w symulacjach
biomolekul czgsto wprowadza si¢ uproszczenia, w szczegdlnosci traktujac ruch jader ato-
mowych w sposéb klasyczny [111-113].

W ramach tych uproszczen, powszechnie stosuje si¢ podejScie oparte na dynamice
molekularnej (MD), w ktérym ruch jader jest opisany za pomoca réwnan dynamiki New-
tona. Sity oddziatujace na te jadra moga by¢ obliczane na dwa gléwne sposoby. W pier-
wszym podejsciu, nazywanym dynamika molekularna ab initio, rozwiazuje si¢ dla elektro-
néw seryjnie niezalezne od czasu réwnanie Schrodingera dla kolejnych konfiguracji jader.
Ta metoda sprawdza si¢ w przypadku relatywnie niewielkich uktadéw (do kilkuset atomow)
i pozwala m.in. na badanie reakcji chemicznych.

Alternatywnie, sity oddzialujace na jadra moga by¢ obliczane z wykorzystaniem tzw.
pol sitowych, czyli empirycznych funkcji energii, ktérych zadaniem jest aproksymowanie
rzeczywistej hiperpowierzchni¢ energii potencjalnej uktadu molekularnego. W przeciwien-
stwie do metod ab initio, metody oparte na polach sitowych charakteryzuja si¢ lepsza wy-
dajnos$cig obliczeniowa, co umozliwia eksploracj¢ uktadéw molekularnych o wigkszych roz-
miarach i/lub w dtuzszych skalach czasowych. Kosztem, jaki ptacimy za wysoka wydaj-
no$¢ w przypadku pdl sitowych, jest brak mozliwosci precyzyjnego modelowania reakcji

chemicznych.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

W przypadku eksploracji proceséw chemicznych zachodzacych w duzych uktadach
biologicznych, takich jak reakcje enzymatyczne, czgsto stosuje si¢ podejscie hybrydowe
(QM/MM). W ramach tego podejscia sity dziatajace na jadra w interesujacym nas obszarze
(np. w centrum katalitycznym) sa obliczane z wykorzystaniem mechaniki kwantowej, pod-
czas gdy sity dla pozostatej czgsci sa wyznaczane przy uzyciu pdl sitowych [114]. Takie
podejscie stanowi kompromis migdzy kosztem a doktadnoscig obliczen, a takze umozliwia
badanie reakcji chemicznych.

Dzigki dynamice molekularnej, obecnie mozliwe jest badanie ewolucji czasowe;j
uktadéw biomolekularnych w szerokim zakresie czasowym, od femtosekund do setek
milisekund [115]. Symulacje MD moga by¢ stosowane dla uktadéow sktadajace si¢ z setek
milionéw atoméw [116], co umozliwia badanie wielu zjawisk fizycznych w uktadach
(bio)molekularnych, takich jak zmiany konformacyjne i zwijanie biatek, przemiany fazowe

czy asocjacje czasteczek.

3.2 Propagacja ruchu

Celem dynamiki molekularnej jest predykcja trajektorii, a wigc zachowania uktadu
molekularnego w czasie. Symulowane atomy podlegaja réwnaniom ruchu, ktére przyjmuja
posta¢ uktadu réwnan rézniczkowych zwyczajnych drugiego rzgdu, o nastgpujacej postaci
(3.1):

>Ryt -1

=—VR V(R), i=1,2,3,..,N, 3.1
2 = VRV® @3.1)

gdzie R; oraz m; to potozenie oraz masa i-tego atomu, V(R) jest energia potencjalng
uktadu, a VR, oznacza gradient, czyli wektor pochodnych czastkowych wzgledem sktad-
owych potozenia R;. Takiego uktadu réwnan nie da si¢ rozwigzaé w sposo6b Scisty przy po-
mocy metod analitycznych, a w zwiazku z tym wykorzystuje si¢ metody numeryczne (tzw.
integratory), w ktérych czas jest dyskretyzowany.

Jednym z popularnych integratoréw, wykorzystywanych w dynamice molekularnej jest
tzw. algorytm Verleta [117]. Podstawa tej metody opiera si¢ na rozwinigciu funkcji potozen
atoméw od czasu wokot punktu t w szereg Taylora wedtug réwnan 3.2 1 3.3:

X(t+At) = X(1) + X(1) - At+ %X(t) AR %x ) Adt+... (3.2)

X(t=At) = X(t) = X(t) - At+ %X(t) AR - % X)) - Adt+... (3.3)

Nastepnie, poprzez dodanie do siebie stronami rownan 3.2 i 3.3 oraz zaniedbaniu cztonéw
wyzszych rzedéw, uzyskuje si¢ wzor na potozenie atoméw w kolejnym kroku czasowym
(3.4):

X(t+At) = 2X(0) = X(t— AD) + X(0) - A2t + & <A4t) . (3.4)

Natomiast odjecie tych samych réwnan i zaniedbanie cztonéw wyzszego rzedu pozwala na

uzyskanie informacji o predkoSciach atoméw w kolejnym kroku czasowym (3.5):
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X(t+At) =

X(t+AY-X(t-AY ( Azt) . (3.5)

2At
Algorytm Verleta ma wiele zalet, takich jak prostota implementacji i symplektycznosc,

co oznacza, ze calkowita energia uktadu (hamiltonian) w trakcie symulacji oscyluje wokot
stalej wartosci w trakcie ewolucji czasowej realizowanej w zespole mikrokanonicznym [118].
Jednak metoda ta ma pewne ograniczenia, takie jak nizsza precyzja wyznaczania predkosci
niz potozen.

W celu poprawy precyzji wyznaczania trajektorii stosuje si¢ powszechnie dwa wa-
rianty algorytmu Verleta: tzw. wariant predkosciowy [119], ktory skupia si¢ na poprawie
obliczen predkosci czasteczek a takze algorytm zabiego skoku [120]. Mozliwe jest réwniez
wykorzystanie informacji z wigkszej liczby poprzedzajacych krokéw czasowych (t—2At,
t—3At, itd.) oraz wyzszych pochodnych réwnan 3.21 3.3 [119, 121, 122].

3.3 Energia potencjalna ukladu

Aby opisaé ewolucje¢ uktadu w dynamice molekularnej, potrzebne jest wyznaczenie
przyspieszenia A(t), ktére jest zwiazane z sita F i masa m poprzez druga zasade dynamiki
Newtona: F=m-A. Jesli przyjmiemy, ze sil¢ dzialajaca na atom mozna przedstawié jako
ujemny gradient energii potencjalnej uktadu (U(X)), wowczas przyspieszenie danego atomu

mozna wyrazié jako:

F(X) -1JU(X)
" m 9X
Energia potencjalna uktadu zalezy od potozen wszystkich atoméw w uktadzie i mozna ja bez

A(t) = (3.6)

utraty ogélnosci zdekomponowaé zgodnie z réwnaniem 3.7:

N N N
UX) = U(x}, X2, ... xN) = Ug+ Y U (xi)+ ) Y Up (xi.%j) +.. (3.7)
i=1 i=1j>i
W konteksScie symulacji uktadéw biomolekularnych uwzglednia si¢ zwykle cztony zalezne
od potozen dwdch, trzech lub czterech atoméw, a takze, gdy uktad poddany jest dziataniu
zewnetrznych pél, cztony jednocialowe. Najpopularniejsze pola silowe stosowane w symu-
lacjach biomolekularnych opisuja energetyke wigzan kowalencyjnych, katéw walencyjnych,
katéw torsyjnych, a takze oddzialywan dyspersyjnych i elektrostatycznych.

3.3.1 Energia potencjalna oddzialywan wiazacych

W  przypadku symulacji biomolekularnych najczgsciej stosowanym wkladem
odpowiadajacym za opis energetyki wigzan kowalencyjnych jest potencjal harmoniczny.
Wyraza si¢ go nastgpujacym wzorem (3.8):

1
U = 5k (d=do)”. (3.8)
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gdzie d jest aktualng dtugoscia wiazania, a d jest wartoScia referencyjna (réwnowagowa).
Potencjat harmoniczny stanowi adekwatny opis zachowania wigzan kowalencyjnych w re-
latywnie niskich temperaturach (np. 298 K), w ktérych dtugos¢ wiazania oscyluje wokot
wartos$ci referencyjnej z mata amplituda. Warto jednak w tym miejscu zauwazy¢, ze rzeczy-
wiste wiagzania kowalencyjne cechuja si¢ anharmonicznosScia, co oznacza, ze w wyrazeniu
na energi¢ potencjalng wiazania nalezaloby uwzgledni¢ czlony wyzsze niz harmoniczny
(drugiego rzedu). Ponadto, zastosowanie potencjalu harmonicznego do opisu energetyki

wigzania wyklucza mozliwos¢ jego dysocjacji.

3.3.2 Energia potencjalna katéw walencyjnych

Do modelowania katéw walencyjnych (tj. tworzonych przez dwa przylegte wiazania
kowalencyjne) najczesciej wykorzystuje si¢ takze potencjat harmoniczny. Jedna z mozli-
woSci polega na zastosowaniu tzw. potencjatu Urey-Bradleya (Rys. 3.1) w ktérym wystepuja
dwa cztony odpowiadajace za niezalezna kontrolg wartosSci kata o oraz odlegtosci d migdzy
skrajnymi atomami:

I I
Ued) = Sk (a=ag) *+ kg (d=dg) . (3.9)

Rys. 3.1: Schematyczne przedstawienie kata walencyjnego oraz parametréw o i d, uzywanych w potencjale Urey-Bradleya, stuzacym do opisu opisywaé

energetyki katéw walencyjnych.

W wigkszosSci zastosowan pomija si¢ w rownaniu 3.9 czton dzialajacy na odlegto$¢
miedzy skrajnymi atomami d.

3.3.3 Energia potencjalna obrotéw wokél wiazan

Kat torsyjny jest miarg rotacji wokot wigzan chemicznych. Zgodnie z Rys. 3.2 defi-
niowany jest jako kat pomigdzy ptaszczyzna utworzona przez atomy: 1-2-3 a plaszczyzna
utworzong przez atomy 2-3—4. Gdy te cztery atomy sa polaczone sekwencyjnie wigzaniami
kowalencyjnymi (tj. 1-2, 2-3, 3-4), kat ten jest nazywany wtasciwym katem torsyjnym.
W przypadku, gdy nie sa potaczone w tej sekwencji, kat torsyjny okresla si¢ jako niewlas-
ciwy.

21


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

(pw%aéciwy (pniew{aéciwy

4

kolejnosé: 1-2-3-4 kolejnosé: 1-2-3-4

Rys. 3.2: Schematyczne przedstawienie kata torsyjnego wlasciwego i niewlasciwego. R6zowym kolorem oznaczono plaszczyzne utworzona przez atomy
1-2-3, natomiast zielony kolor reprezentuje ptaszczyzne utworzong przez atomy 2—3—4. Kat torsyjny okresla si¢ jako kat pomigdzy dwiema ptaszczyznami -
rézowa i zielona. Wiazania kowalencyjne czasteczki sa przedstawione za pomoca ciagtych linii.

Do opisu wtasciwych katéw torsyjnych najczesciej stosuje si¢ nastgpujacy potencjat
(3.10):

Uproper(9) =kg [1+cos (ngp—qp) ], (3.10)

gdzie k, okresla wysokoSC bariery energetycznej dla rotacji, n jest krotnoscia wiazania,
okreslajaca liczbg miniméw podczas petnego obrotu wigzania, cpo jest arbitralng faza.
Niewtasciwe katy torsyjne sa zazwyczaj uzywane do utrzymania ptaskiej geometrii
czasteczek wokot atomow wegla o hybrydyzacji sp2 lub do zachowania chiralnosci
asymetrycznych atoméw wegla. W tym celu stosuje si¢ funkcj¢ kary, ktdra czgsto ma postac

potencjalu harmonicznego (3.11):

1 2

Uimproper = EkCP (CP - (PO) (3.11)

3.3.4 Energia potencjalna oddziatywan dyspersyjnych

Do opisu oddziatywan dyspersyjnych najczgSciej stosuje si¢ potencjal Lennarda-

Jonesa (LJ), ktérego wzor przedstawia si¢ nastgpujaco:

Uy = 4e ((%)12— (§)6> . (3.12)

Ksztalt krzywej potencjatu Lennarda-Jonesa opisujacej oddzialywania dyspersyjne
zostal przedstawiony na Rys. 3.3. W réwnaniu 3.12 wystepuja dwa parametry: ¢ i o. Parametr
e reprezentuje glgbokosSC energetycznego minimum, a ¢ okre§la miejsce, w ktérym ener-
gia potencjalna wynosi zero, a takze kontroluje potozenie minimum potencjatu zgodnie ze

— 2]/6

WZOrem I'pyip o. Pierwszy czton tego réwnania, (o/r)! 2 opisuje sity odpychajace migdzy

atomami, podczas gdy drugi, (o/1)® opisuje przyciaganie.
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r/o

Rys. 3.3: Przyktad krzywej opisujacej oddziatywania dyspersyjne zgodnie z potencjalem Lennarda-Jonesa (LJ). Parametr € okresla glebokos¢ energetycznego
minimum, co ma wpltyw na site oddziatywan przyciagajacych migdzy dwoma atomami, natomiast parametr o okresla potozenie, w ktérym potencjat Uy
osiaga warto$¢ zero, a dodatkowo determinuje potozenie minimum potencjatu.

Wyktadnik “6” w cztonie opisujacym oddzialywania przyciagajace mozna uzasad-
ni¢ na podstawie kwantowego rachunku zaburzen [123]. W przypadku cztonu opisu-
jacego oddziatywania odpychajace, uzywane sa rézne funkcje o duzym nachyleniu ujem-
nym, przy czym najpopularniejsza z nich jest wyrazenie (o/r)!2. Jest ono de facto kwadratem
cztonu odpowiadajacego za oddziatywania przyciagajace, co pozwala na obnizenie kosztow
obliczen. Alternatywnie, do opisu oddzialywan odpychajacych stosuje si¢ rowniez funkcje
wykladnicza [124, 125].

3.3.5 Energia potencjalna oddzialywan elektrostatycznych
Do opisu oddziatywan elektrostatycznych wykorzystuje si¢ zwykle prawo Coulomba

w nastgpujacej postaci (3.13):
ZiZj

Ucoul = (3.13)

dneger
W réwnaniu 3.13 parametr € oznacza przenikalno$¢ elektryczna prozni, ¢ to wzgledna
przenikalnos¢ osrodka, natomiast z; oraz z; reprezentuja fadunki czastkowe atoméw oddzia-
tujacych ze soba. Potencjat Coulomba jest skuteczny w opisie oddziatywan elektrostaty-

cznych, pod warunkiem, ze tadunki czastkowe sa state w czasie.
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3.3.6 Pole sitowe

Mianem “pola sitowego” okreslamy prosty model opisujacy oddzialywania w uktadzie,
pozwalajacy na przyblizony opis hiperpowierzchni energii potencjalnej. Funkcyjna postaé
pola sitowego (3.14) zawiera addytywne wktady opisujace oddzialywania wiazace (bonded,
3.15), oddziatywania migdzyatomowe (nonbonded, 3.16) oraz dodatkowy wktad (external),
wynikajacy z dodawanych wigzéw:

Utotal = Ubonded + Unonbonded + Uexternal’ (3.14)
Ubonded = Ubonds + Uangles + Utorsions> (3.15)
Unonbonded = ULy +Ucoul- (3.16)

Parametry pola silowego sa czesto dobierane na podstawie obliczen ab initio.
W dziedzinie symulacji biomolekularnych stosuje si¢ wiele réznych pol sitowych, ktoére
moga réznié si¢ postacia funkcyjna poszczegdlnych cztonéw a takze wartoSciami parametréw
opisujacych oddziatywania (np. inna wartoS¢ statej sitowej). Niektore z tych pdl sitowych
sa (relatywnie) uniwersalne, jak UFF [126], podczas gdy inne sa wyspecjalizowane w opisie
wezszej klasy czasteczek, takich jak biatka, lipidy blonowe, kwasy nukleinowe czy cukry.
Wisrdd tych wyspecjalizowanych pdl sitowych mozna wymieni¢ AMBER [127], CHARMM
[128] oraz GROMOS [129].

3.4 Wydajnos¢ obliczeniowa

Wydajnos¢ obliczeniowa odgrywa kluczowa rolg w kontek$cie symulacji dynamiki
molekularnej, poniewaz to od niej zalezy, jakie rodzaje proceséw i w jakiej skali cza-
sowej moga by¢ badane przy uzyciu metod komputerowych. Wydajnos¢ okresla réwniez,
czy jesteSmy w stanie modelowac te procesy w sposob doktadny i efektywny. Wydajnos$¢
obliczeniowa symulacji MD mozna wyrazi¢ w jednostce [ns/dziefl], co pozwala okreslié, jak
dluga ewolucje uktadu (w ns) mozna uzyska¢ w ciagu jednego dnia obliczen. Ta wielkos¢é
umozliwia oszacowanie czasu potrzebnego do przeprowadzenia symulacji lub okreSlenia,
jakie procesy biologiczne mozna zbada¢. Wydajnos¢ obliczeniowa determinuje wiele czyn-

nikéw zwiazanych zaréwno z przyjetymi zatozeniami, jak 1 zastosowanymi metodami.

3.4.1 Krok czasowy

Waznym aspektem w symulacjach jest wtasciwy dobor kroku czasowego (At). Mozna
zatozy¢, ze zwigkszenie wartosci At pozwoli na wydtuzenie trajektorii dynamicznej ge-
nerowanej w symulacji. Jednakze zastosowanie zbyt diugiego kroku czasowego moze
prowadzi¢ do niestabilnoSci w ruchu czasteczek, ze wzgledu na nadmierny btad obcigcia przy
catkowaniu réwnan ruchu [130]. W takim przypadku energia catkowita uktadu moze gwat-

townie wzrosna¢ w miar¢ uptywu czasu, co ostatecznie prowadzi do przerwania symulacji.
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W zwiazku z tym warto$¢ At dobierana jest w wyniku kompromisu pomigdzy wydajnoscia
obliczeniowa a stabilnoScig numeryczng symulacji.

Teoria Nyquista-Shannona wskazuje, ze maksymalny krok czasowy dla ruchéw oscy-
lacyjnych nie moze przekracza¢ potowy okresu najkrétszych drgan [131]. Na przyktad, dla
drgan rozciagajacych wiazan O-H, gdzie najwyzsza czgstotliwo$¢ wynosi okoto 3500 em™,
okres drgann wynosi okoto 10 fs. Wobec tego At moze wynosi¢ maksymalnie 5 fs. Jed-
nak praktyka pokazuje, ze dla zapewnienia numerycznej stabilno$ci symulacji niezbg¢dne jest
zwykle zastosowanie kroku czasowego réwnego 1 fs.

Z. drugiej strony, w przypadku temperatur bliskich pokojowej, ruchy termiczne nie
sa wystarczajace do wzbudzenia oscylatoréw wiazan kowalencyjnych na wyzsze poziomy
energetyczne. Wobec tego, zasadne jest zamrozenie dlugosci wigzan w celu skorygowania
niefizycznej pojemnosci cieplnej uktadu wynikajacej z zastosowania klasycznego oscylatora
harmonicznego do opisu energetyki wigzan. Takie podejscie pozawala takze na wydtuzenie
kroku czasowego, przy jednocze$nie zapewnionej stabilnosci numerycznej symulacji. Wsréd
technik stuzacych do naktadania wigzow (ang. constraints), a zatem umozliwiajacych m.in.
zachowanie statej dlugosci wiazan, wymieni¢ mozna algorytmy SHAKE, RATTLE i LINCS
[132—-134]. Dzigki ich zastosowaniu symulacje biomolekularne prowadzi si¢ zwykle z kro-

kiem czasowym At =2 fs.

3.4.2 Oddzialywania miedzyczasteczkowe

W symulacjach dynamiki molekularnej jednym z kluczowych elementéw wplywaja-
cych na czas obliczen jest koszt obliczeniowy algorytméw stuzacych do wyznaczania sit
dzialajacych pomigdzy atomami. Zadanie to wymaga zwykle obliczenia odlegtoSci pomigdzy
kazda para atoméw w uktadzie, co prowadzi do niekorzystnej ztozonoSci obliczeniowej, pro-
porcjonalnej do N2, gdzie N jest liczbg atoméw w ukladzie. Aby zwigkszy¢é wydajnosc,
stosuje si¢ zatem rézne techniki numeryczne, ktore zostang przedstawione ponizej.

Przede wszystkim mozna zastosowac promien odcigcia reyt, powyzej ktérego potencjat
dla oddziatywan migdzyczasteczkowych przyjmuje wartoS¢ zero. Zastosowanie promienia
odcigcia zmniejsza liczbe oddziatywan migdzyczasteczkowych, ktére musza by¢ uwzgled-
nione w symulacji, co znacznie przyspiesza obliczenia. Jednakze, wiaze si¢ to takze
z pewnymi problemami. Poniewaz oddzialywania migdzyczasteczkowe sa ograniczone tylko
do atoméw znajdujacych si¢ w okreslonej odleglosci, energia uktadu nie jest doktadnie za-
chowana, co prowadzi do dryfu energii. Aby temu zapobiec, stosuje si¢ tzw. przesunigcie
potencjatu, ktére eliminuje nieciagto$¢ potencjatu w odleglosci reye. Alternatywnie, mozna
zastosowaé promien wylaczenia (rgyiccp) mniejszy niz promiefi odcigcia, powyzej ktérego
potencjatl zmniejsza si¢ ptynnie do zera.

Aby stosowanie promienia odcigcia umozliwito redukcje kosztu obliczeniowego, do-
datkowo stosuje si¢ algorytmy przechowujace listy sasiadéow dla kazdego atomu, z ktérych

najpopularniejszym jest lista sasiadow Verleta [117]. W tej metodzie odlegtosci migdzy
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atomami sa wyznaczane co pewna liczbg¢ krokéow symulacyjnych At (np 10 lub 20), a in-
formacje o atomach znajdujacych si¢ w najblizszym sasiedztwie sa przechowywane w liscie
Verleta. W kolejnych krokach symulacji obliczenia sit dotycza tylko par atoméw znajduja-
cych si¢ na tych listach. Mozna réwniez tworzy¢ dwie rézne listy sasiadéw Verleta, jedna dla
sasiedztwa w promieniu rey 1 druga dla sasiedztwa w zakresie reyt <1 < Tj5¢, CO pOmaga w re-
dukcji fluktuacji energii. W praktyce, lepsza wydajnosS¢ uzyskuje si¢ poprzez zastosowanie
Tcut = Ijs¢ Oraz parametru okreslajacego tolerancje dla dryfu energii.

W przypadku oddziatywan elektrostatycznych, zastosowanie promienia odcigcia moze
okazaé si¢ niewystarczajace. W celu doktadniejszego uwzglednienia dalekozasiggowych
oddziatywan elektrostatycznych wykorzystuje si¢ zaawansowana technik¢ znana jako (ang.)
Particle-Mesh Ewald (PME). W tej metodzie oddzialywania elektrostatyczne sa podzielone
na dwie kategorie: oddziatywania krétkozasiggowe 1 oddzialywania dalekozasiggowe. Od-
dziatywania krétkozasiggowe sa obliczane bezposrednio poprzez wyznaczenie energii ku-
lombowskiej migdzy odpowiednimi parami czasteczek. Natomiast w przypadku oddziaty-
wan dalekozasiggowych, wykorzystuje si¢ siatke, ktéra zawiera rownomiernie rozmieszc-
zone punkty, na ktére zostaja interpolowane tadunki atoméw. Nastgpnie, za pomoca transfor-
maty Fouriera, obliczenia przenoszone sa z przestrzeni rzeczywistej do przestrzeni odwrot-
nej. Dzigki temu rozwiazanie rOwnania Poissona, opisujacego pole elektrostatyczne, staje
si¢ znacznie bardziej efektywne obliczeniowo. W koficowym etapie, za pomoca odwrot-
nej transformaty Fouriera, wyznaczane sa rzeczywiste sity oddziatujace na poszczegdlne
atomy. Warto réwniez zaznaczy¢, ze ze wzgledu na mozliwos¢ uzycia tzw. szybkiej transfor-
maty Fouriera (FFT) zlozonos¢ obliczeniowa wyznaczania sit elektrostatycznych redukuje

si¢ z kosztownej zaleznoSci N2 do niemal liniowej Nlog(N).

3.4.3 Wielkos$é ukladu

W symulacjach MD istotny jest dobér wielkosci uktadu, czyli rozmiaréw tzw. pudta
symulacyjnego, w ktérym znajduja si¢ atomy. Wybdr odpowiednich rozmiaréw ma kluczo-
we znaczenie dla uzyskania wiarygodnych wynikéw i1 wyeliminowania wptywu warunkéw
brzegowych. Jednym z podejs¢ jest zwigkszenie rozmiar6w pudta. Niestety, prowadzenie
symulacji w wigkszych pudtach wymaga wigkszego naktadu obliczeniowego. Dlatego po-
pularnym rozwiazaniem jest zastosowanie periodycznych warunkéw brzegowych (ang. Peri-
odic Boundary Conditions, PBC) [135].
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Rys. 3.4: Schematyczne przedstawienie periodycznych warunkéw brzegowych (PBC), ktdre polegaja na otoczeniu uktadu jego kopiami ze wszystkich stron.
Po lewej stronie przedstawiono uktad bez zastosowania PBC. Czarnymi strzatkami zaznaczony rzeczywiste zmiany potozenia czasteczek w uktadzie, podczas
gdy kolorem czerwonym zaznaczono potozenia czasteczek, gdyby uktad nie zawierat $cian potencjatu na brzegu pudta symulacyjnego. Po prawej stronie
pokazano uktad symulacyjny otoczony kopiami tego samego uktadu. Na rysunku ukazano przyktad dwuwymiarowy z zastosowaniem PBC, co pozwala
traktowac uktad jako nieskoriczenie rozlegty.

Zastosowanie PBC opiera si¢ na powielaniu uktadu w jednej, dwéch lub trzech
wspotrzednych kartezjaniskich, zgodnie z Rys. 3.4. Dzigki temu mozliwa jest aproksymacja
nieskoficzonego ukladu za pomoca matej komoérki elementarnej. W praktyce, taki zabieg
powoduje, ze kiedy czasteczka opuszcza pudto symulacyjne, jej periodyczny obraz pojawia
si¢ po przeciwnej stronie tego pudta. Aby unikna¢ artefaktéw zwigzanych z periodycznoscia,
w przypadku wykorzystania PBC konieczne jest, zeby rozmiary pudet byly przynajmnie;j
dwukrotnie wigksze od promieni odcigcia reye. Jest to szczegdlnie istotne dla zapobiezenia
bezposrednim oddzialywaniom pomigdzy przeciwnymi koncami tej samej makroczasteczki.

Oprécz rozmiaru, istotny jest rOowniez wybor ksztattu pudia symulacyjnego.
W przypadku ukladéw zawierajacych btony lipidowe, najczesciej stosowanym ksztattem
jest prostopadtoscian.  Poprzez zastosowanie periodycznych warunkéw brzegowych
w plaszczyznie btony, mozemy w prosty sposéb modelowaé btong lipidowa o nieskoncze-
nie duzej powierzchni. W innych przypadkach stosuje si¢ takze odpowiednio dobrane
trojskosne periodyczne warunki brzegowe, w szczegdlnosci takie, dla ktérych wieloSciany
Voronoia przyjmuja ksztatt oSmio- badz dwunasto$cianu. Pozwala to na zmniejszenie liczby
czasteczek wody, potrzebnych do solwatacji badanej czasteczki w poréwnaniu do uktadu

prostopadtosciennego. To z kolei przektada si¢ na zwigkszona wydajnos¢ obliczen.
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3.5 Utrzymywanie stalych warunkoéw fizycznych w symulacji

Podczas przeprowadzania symulacji dynamiki molekularnej, utrzymanie stalych
warunkow fizycznych ma kluczowe znaczenie dla doktadnosci i wiarygodnosci uzyskanych
wynikéw. W tym celu wykorzystuje si¢ specjalne algorytmy, znane jako ‘“‘termostaty”
i “barostaty”, ktére odgrywaja istotng rolg¢ w regulacji temperatury i ciSnienia w badanym
uktadzie molekularnym. Algorytmy te pozwalaja na stabilne i dlugotrwate symulacje, co jest
kluczowe w kontekscie wielu badan z wykorzystaniem metod symulacyjnych.

Temperaturg T uktadu w mikroskopowym opisie okresla si¢ jako miarg Sredniej energii
kinetycznej Ey;, czasteczek w tym uktadzie. Mozna to wyrazié za pomoca wzoru (3.17):

N .v.2
By = Ei mlzvl - %NkBT, (3.17)

gdzie N oznacza liczbg czasteczek w uktadzie, m; i v; okreslaja odpowiednio masg oraz

predkosc i-tej czasteczki, za$ kg oznacza stata Boltzmanna. Stad wynika, ze kontrolowanie
temperatury w symulacjach molekularnych polega na regulowaniu predkosci czasteczek,
skalujac je za pomoca parametru A.

Jednym z powszechnie stosowanych termostatow jest termostat Berendsena [136],

ktéry korzysta z czynnika skalujacego A opisanego nastgpujacym réwnaniem:

e 1428 (T g (3.18)
T Tt

W tym réwnaniu At reprezentuje krok czasowy symulacji, T to stala czasowa, ktora okresla

site sprzg¢zenia ukladu z hipotetyczna faznia, T,.f 0znacza zadang temperaturg uktadu, a Tt to
rzeczywista temperatura w czasie t.

Termostat Berendsena dziala zatem na zasadzie tlumienia fluktuacji energii kinety-
cznej. To oznacza, ze niemozliwe jest prawidlowe odtworzenie zespotu statystycznego
(takiego jak zesp6t kanoniczny), co wprowadza pewien btad w wynikach. Niemniej jed-
nak, w przypadku duzych uktadéw, stosowanie tego termostatu daje wyniki zblizone do
poprawnych dla wielu wielkoSci fizycznych obliczanych jako Srednie po zespole, a btad ten
maleje w miarg wzrostu rozmiaru uktadu. Jednoczesnie termostat Berendsena wptywa na
uzyskanie zanizonych wartoSci pojemnosci cieplnej w symulacjach molekularnych.

Alternatywna metoda utrzymania statej temperatury, ktéra jest pozbawiona wad algo-
rytmu Berendsena, jest termostat Nosé-Hoovera [137, 138]. W podejsciu tym wprowadza si¢
dodatkowe (wirtualne) stopnie swobody zwiazane z taZnig termiczna. f.aznia termiczna prze-
chowuje czgs$¢ energii kinetycznej, ktéra oddaje lub pobiera z uktadu. Chociaz uktad wraz
z taznig termiczna, traktowany jako “rozszerzony uktad”, jest symulowany w rezimie NVE
(czyli przy zachowaniu statej iloSci czasteczek N, objetosci V i energii E), to rzeczywisty
uktad jest utrzymywany w rezimie NVT (tj. przy zachowaniu statej temperatury T).

Barostaty sa uzywane do utrzymania w trakcie symulacji stalego ci$nienia. Ich dzia-

fanie polega na odpowiednim skalowaniu rozmiaréw pudia symulacyjnego. Podobnie, jak
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w przypadku temperatury, mozna wykorzystaé barostaty oparte na czynniku skalujacym
A (np. barostat Berendsena [136]), lub analogiczny do podejscia Nosé-Hoovera barostat
Parrinello-Rahmana [139]. Istnieje mozliwo$¢ kontrolowania ciSnienia w sposéb izotropowy,
semi-izotropowy (przydatne w przypadku symulacji zawierajacych btony lipidowe, gdzie
osobno kontrolujemy ci$nienie w plaszczyznie XY, a osobno wzdtuz osi Z) lub catkowicie

anizotropowy, w zaleznosci od potrzeb symulacji.

3.6 Przewidywanie zmian energii swobodnej w procesach biomolekularnych

Symulacje komputerowe stanowia narzedzie umozliwiajace badanie réznorodnych
procesow biomolekularnych. Obejmuje to takie procesy jak wiazanie makroczasteczek,
zmiany konformacyjne, zwijanie biatek, dyfuzj¢ oraz inne procesy transportu wewnatrz
komoérek. Ponadto, symulacje pozwalaja na oceng, w jaki sposéb biomolekuty reaguja na
mutacje genetyczne, zmiany stanu sprotonowania, a takze modyfikacje potranslacyjne, takie
jak fosforylacja czy palmitylacja. Jednym z kluczowych aspektéw symulacji jest mozli-
woSC okreSlenia sil napgdowych wymienionych proceséw. Dzigki temu mozna zglgbiac
mechanistyczne podloze réznorakich zjawisk w uktadach biomolekularnych oraz anali-
zowaé wpltyw zmian w strukturze biomolekuly lub we wiasciwosciach fizykochemicznych
otoczenia, takich jak grubo$¢ czy upakowanie btony, na ich funkcje.

Jednym z najwazniejszych zastosowan symulacji MD jest eksploracja przestrzeni kon-
figuracyjnej uktadéw biomolekularnych. Uzyskujac odpowiednio dtugie trajektorie dyna-
miczne, mozna scharakteryzowac ksztalt hiperpowierzchni energii swobodnej uktadu, ktére;
minima odpowiadaja stanom termodynamicznie stabilnym. Jednakze doktadne wyznaczenie
takiej hiperpowierzchni napotyka na ograniczenia, takie jak trudnosci w pokonaniu barier
energetycznych, co moze prowadzi¢ do “zamknigcia” uktadu wytacznie w jednym lub kilku
minimach lokalnych energii swobodnej. W celu rozwiazania tych probleméw wykorzystuje
si¢ metody wzmocnionego probkowania (ang. enhanced sampling methods).

Niektore z tych technik wykorzystuja tzw. wspotrzedna reakcji, ktdra jest wspotrzedna
kolektywna zalezna od polozenh pewnej liczby lub nawet wszystkich atoméw w uktadzie.
Zazwyczaj stosowanymi wspotrzednymi reakcji sa odlegtosci migdzy dwiema czasteczkami,
katy migdzy czasteczkami lub odchylenie Sredniokwadratowe (ang. root mean squared devia-
tion, RMSD), ktére stuzy do pomiaru r6znicy migdzy strukturami biatka od jego poczatkowe;]
konformacji do konformacji koncowej. Wybo6r odpowiedniej wspotrzednej reakcji umozli-
wia wizualizacj¢ zmian energii swobodnej wzdluz naturalnej Sciezki prowadzacej od jednego
stanu (na przyktad konformacyjnego) do innego.

Inne metody opieraja si¢ na prowadzeniu symulacji w wielu replikach (ang. replica
exchange molecular dynamics, REMD). W ramach REMD rézne repliki uktadu sa
rownoczes$nie symulowane przy réznych temperaturach lub z wykorzystaniem réznych
hamiltoniandw, tj. funkcji energii catkowitej. Okresowo, zgodnie ze zdefiniowanym kry-

terium, podejmowana jest préba wymiany konfiguracji migdzy replikami. Aby zachowaé
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wlasciwe zespoly réwnowagowe w poszczegdlnych replikach, wymiany sa akceptowane
tylko ze Scisle okreslonym prawdopodobieristwem.

Gdy interesuje nas réznica w termodynamice dwdch proceséw (np. chcielibySmy
ustali¢, ktéry z dwdch substratéw chetniej wiaze si¢ z centrum katalitycznym enzymu)
mozliwe jest wyznaczenie wzglgdnych zmian energii swobodnej towarzyszacych procesowi.
Wsréd metod umozliwiajacych oszacowanie tych wzglednych zmian energii swobodnej,
wazne miejsce zajmuja techniki alchemiczne. W ramach tych technik poszukiwana wzgledna
zmiang energii swobodnej wyznacza si¢ jako réznicg zmian energii swobodnej w procesach
fizycznie niedostgpnych, takich jak anihilacja czasteczki lub jej fragmentu, albo bezposrednie

przeksztalcenie jej w inng czasteczke.

3.6.1 Umbrella Sampling

Prébkowanie parasolkowe (ang. umbrella sampling, US) jest jedna z popularniejszych
technik pozwalajacych na wyznaczenie krzywej (badZ powierzchni) energii swobodnej jako
funkcji jedno- lub kilkuwymiarowych wspétrzednych reakcji C [140]. Metoda polega
na poddaniu uktadu dziataniu dodatkowych potencjatéw Uyg({) w wybranych punktach
wzdtuz wspoétrzednej reakcji {, w celu zwigkszenia czgstotliwosci odwiedzania przez
uktad wysokoenergetycznych regionéw przestrzeni konfiguracyjnej. Dzigki temu podejs-
ciu mozliwe jest skuteczne probkowanie calego interesujacego nas zakresu {, co umozli-
wia oszacowanie rownowagowego rozktadu prawdopodobienistwa wzdtuz tej wspdtrzedne;.
Taki rozktad prawdopodobienistwa pozwala na scharakteryzowanie termodynamiki procesu
opisanego przez ta konkretng wspoirzedna. Schematyczne przedstawienie probkowania para-
solkowego znajduje si¢ na Rys. 3.5.

W praktyce efektywne probkowanie wspétrzednej C osiaga si¢ poprzez przeprowadze-
nie serii symulacji, w ktorych zakresy wspétrzgdnej { w kolejnych symulacjach si¢ naktadaja.
W kazdej z tych symulacji uzywany jest dodatkowy potencjat UiUS(C), ktéry zapewnia, ze
uktad w symulacji i utrzymuje si¢ w okolicach wartosci ;. Zazwyczaj potencjal ten przyj-
muje posta¢ potencjatu harmonicznego, t;. U}JS(Z) =05k (Z—Ci)z. Stad tez, efektywne
probkowanie catego zakresu { wymaga dobrania odpowiedniej liczby tzw. okien n, potoze-
nia miniméw potencjatu {; oraz statych sitowych k;.

Aby wyznaczy¢ profil energii swobodnej, nieobcigzony sztucznie przyktadanym po-
tencjatem, wykonuje si¢ nastgpujaca operacje 3.19:

1

s @ZkB—T, (319)

1
Gi(Q) = 7 In e —UYS +F;

gdzie piUS jest gestosciag prawdopodobienstwa uzyskang w symulacji z przytozonym do-

datkowym potencjalem U}JS, natomiast stafa F; dla i-tego okna zdefiniowana jest jako:

exp (-0F;) = <exp (—@U}JS(Z)) > . (3.20)
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Rys. 3.5: Schematyczne przedstawienie techniki prébkowania parasolkowego oraz procedury pozwalajacej na uzyskanie profilu energii swobodnej w funkcji
wsp6lrzednej reakcji C.

Oznacza to zatem, ze stata F; ma sens wktadu do energii swobodnej wynikajacego z przyltoze-
nia do uktadu zewnetrznego potencjatu. Do wyznaczenia statych F; stosuje si¢ szereg réznych
metod, wsréd ktérych najpopularniejsza jest metoda wazonych histograméw (ang. weighted
histogram analysis method, WHAM) [141]. W metodzie tej, globalny rozktad p({) obliczany

jest jako Srednia wazona rozktadéw uzyskanych w poszczegdélnych oknach:
n
o0 =Y w0 i), (3.21)
i

gdzie wagi poszczegblnych okien w; dobierane sa w taki sposéb, aby zminimalizowa¢ blad
statystyczny wyznaczenia globalnego rozktadu:

95°(0) _

aWi

0. (3.22)
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Przyjmujac réwniez ) ; w; = 1, uzyskuje si¢ nastgpujace wyrazenia na wage w; oraz stala F;:
Nj exp (BUYS(Q)+(F )
¥jN; exp (-BUUS Q)+ BF; )

Wi =

(3.23)

exp (-BF;) = / () exp (—ﬁUiUS(C)> dz. (3.24)
Poniewaz w; zalezy od F;j i vice versa, ten uklad réwnan rozwiazuje si¢ metoda iteracyjna do
uzyskania zbieznosci, inicjujac poczatkowe wartosci F;.

Warto nadmienié, ze dobdr liczby okien oraz statej sitowej moga wptyna¢ w sposéb
posredni na szybkoS$¢ uzbiezniania si¢ symulacji US; jednak dzielenie wspoirzednej reakcji
na zbyt wiele okien generuje wysoki koszt obliczeniowy. Zwykle mozliwe jest przyspiesze-
nie uzbieznienia poprzez wykorzystanie tzw. wymiany replik (ang. replica exchange) [142].
W takich podejsciu, co okreslong liczbg krokéw symulacji MD podejmowane sa proby wy-
miany wspotrzednych atoméw pomigdzy sasiadujacymi parami replik. Wymiany sa jest ak-
ceptowana lub odrzucana na podstawie kryterium Metropolisa, czyli z prawdopodobienist-
wem danym wzorem:

PG—j+1)=min <1,exp

=Uj(Tj41) + Uj(r)) +—Uj+1(rj) + Uj+l(rj+l)]> (3.25)

kpT; kpTjs1 ’ ’
gdzie kp oznacza stata Boltzmanna, U; oraz Uj, okreslaja funkcje energii, rj oraz rj; —
konfiguracje (potozenia), zas Tj oraz Tj,j — temperatury w oknach odpowiednio j oraz j+ 1.
W przypadku symulowania obu replik w tej samej temperaturze T; =T;, |, wz6r upraszcza sie.
Jesli P przyjmuje wartos¢ 1, nastepuje wymiana konfiguracji miedzy oknami. W przypadku,
gdy prawdopodobienistwo P przyjmuje wartos¢ 0 < P < 1, losuje si¢ liczbg z zakresu [0,1]
przy uzyciu generatora liczb pseudolosowych. Jezeli liczba ta jest wigksza od P, dochodzi do
wymiany replik.

W przypadku symulacji z wigksza liczba okien, proces decyzyjny odbywa si¢ rownole-
gle. W okreslonym kroku czasowym tex podejmuje si¢ probe wymiany replik miedzy para
okien o kolejnych numerach, na przyktad migdzy oknami 1-2, 3-4, 5-6, itd. Natomiast
w kroku czasowym 2tex podejmuje si¢ probg wymiany replik migdzy oknami 2-3, 4-5, 6-
7, itd.

3.6.2 Metadynamika

Innym podejsciem do rozwiazania problemu probkowania wzdtuz wspotrzednej reakcji
jest wykorzystanie metadynamiki. Ta metoda polega na przytozeniu do wspétrzednej reakcji
{ zewngtrznego potencjatu zaleznego od czasu, ktéry ma na celu zapobiegaé “grzeZnigciu”
uktadu w glebokich minimach lokalnych [143].

Technicznie, w metadynamice osiaga si¢ to poprzez okresowe dodawanie do

zewnetrznego potencjatu niewielkich inkrementéw w okreslonych odstgpach czasu (t =
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1G,27G,---). Te inkrementy zazwyczaj przyjmuja ksztalt gaussowski i sa skupione wokot

aktualnego potozenia uktadu {(t):

(C-L(t)?

702 , (3.26)

u=w exp |-

gdzie w to wysokos$¢ inkrementu, a o jego szeroko$¢. W rezultacie na system, ktéry zna-
jduje si¢ w lokalnym minimum, dziala narastajaca sita wypychajaca go z tego minimum.

Inkrementy z kolejnych krokéw czasowych t sa sumowane, tworzac potencjat o postaci:

Y e (SO

Ui t=w Py (3.27)
t=1G,27G>--- o
A G A G A
U= wZexp(—“-z#z
. oo
A 4

L J > > >
4 4 4

Rys. 3.6: Wyznaczanie krzywej energii swobodnej przy pomocy metadynamiki. Lokalne minimum jest powoli wypetniane przez dodawane inkrementy (o
ksztalcie krzywej Gaussa), dzigki czemu uktad jest zmuszony do prébkowania innych potozen wzdhuz wspétrzednej reakcji L. Ostatecznie uzyskujemy
potencjat, ktéry rownowazy krzywa energii swobodnej, dzigki czemu uktad odwiedza wszystkie miejsca na { z takim samym prawdopodobieristwem.

W trakcie symulacji uktad stopniowo opuszcza lokalne minimum wzdtuz wspétrzed-
nej reakcji, co umozliwia mu przemieszczenie si¢ do innych lokalnych miniméw (jak to
zostato schematycznie zilustrowane na Rys. 3.6). Zgodnie z ta konstrukcja, gdy t — oo, uktad
odwiedza wszystkie potozenia na { z rownym prawdopodobiernistwem, a szukany profil ener-

gii swobodnej G(Q) jest wowczas rowny ujemnemu przytozonemu potencjatowi:
G =-U((,t — o0). (3.28)

Zaleta metadynamiki w stosunku do probkowania parasolkowego jest fakt, ze w ty-
powych sytuacjach koszt obliczeniowy ro$nie tu znacznie wolniej ze zwigkszaniem wymia-
rowosci wspolrzednej reakcji. Jednak ze wzgledu na dodawanie niewielkich inkrementow,
probkowanie obszaru { moze by¢ czasochtonne. Aby przyspieszy¢ uzbieznianie, prowadzi
1 pozwalajac na wspétdzielenie przez nie informacji o dodanych inkrementach potencjatu.
Takie podejscie w sposob trywialny przyspiesza N-krotnie prébkowanie { [144].

W celu zapobiezenia oscylacji wyznaczanych profili opracowano wariant metady-

namiki znany jako (ang.) well-tempered [145]. W tej odmianie kontroluje si¢ wysokoS¢
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(w) dodawanego inkrementu, obnizajac ja w czasie zgodnie z rOwnaniem:

U@
kpAT )’

w(t) =w exp (— (3.29)

gdzie  to poczatkowa wysoko$¢ inkrementu a AT to parametr skalujacy o wymiarze tem-
peratury, ktdry pozwala na tatwa kontrole rozmiaru deponowanych inkrementéw potencjatu.
W przypadku tej wersji metadynamiki, zalezno$¢ migdzy energia swobodng a catkowitym

przyktadanym potencjalem przedstawia si¢ nastgpujaco:

T+AT
AT

Gdy AT — 0, wielkos¢ dodawanego inkrementu jest nieskonczenie mata, co odpowiada

U@ =- U, t — 00) ==y U({,t = o0). (3.30)

symulacji réwnowagowej bez dodatkowego potencjatu. Natomiast gdy AT — oo, wielko$¢
inkrementu jest stata, co sprowadza si¢ do podstawowego wariantu metadynamiki. Dzig-
ki takiemu podejSciu mozna rozpoczaé obliczenia z inkrementami o duzej wysokosci,
co umozliwia szybkie zlokalizowanie wszystkich potencjalnych miniméw energetycznych.
Nastepnie, poprzez zredukowanie inkrementéw (w — 0), mozna zmniejszy¢ niepewnoS¢

wyznaczanej energii swobodne;j.

3.6.3 Techniki alchemiczne

W przypadku, gdy interesuje nas, w jaki sposéb energia swobodna danego procesu, np.
wigzania ligand—receptor, zmienia si¢ w odpowiedzi na modyfikacj¢ struktury chemiczne;j
liganda lub receptora (czyli AAGp_,g), czesto okazuje sig, ze nie ma koniecznosci
prowadzenia kosztownych obliczent absolutnych wartosci AG wiazania. W takich sytuac-
jach mozna bowiem skorzystac z cykli termodynamicznych w potaczeniu z obliczeniami AG
dla fizycznie nieosiagalnych (“alchemicznych”) transformacji [146]. Przyktadowy cykl ter-
modynamiczny pozwalajacy na wyznaczenia AAG wiazania dwéch ligandéw, obejmujacy
transformacje alchemiczne, przedstawiony jest na Rys. 3.7.

Do opisu transformacji uktadu ze stanu opisanego hamiltonianem A (np. zawiera-
jacego ligand A) do stanu opisanego hamiltonianem B (np. zawierajacego ligand B) wyko-
rzystuje si¢ parametr A, ktéry okresla postgp przemiany na drodze z A (A\=0)do B (A =1).
W praktyce, przy pomocy parametru A kontroluje si¢ zwykle oddzialywania niewiazace
migdzy wybrang czasteczka lub jej czgScia a resztg ukladu, skalujac niezaleznie wkiady dys-
persyjne i elektrostatyczne. W ten sposéb mozna na przykitad w sposéb niefizyczny wytwo-
rzy¢ lub anihilowac cata czasteczke badz jej fragment.

Podobnie jak w przypadku metody umbrella sampling, na ogét symulacje alchemiczne
prowadzi si¢ w kilku badz kilkunastu réwnolegtych symulacjach (“oknach”), z ktérych kazda
odpowiada innej wartosSci A z zakresu od 0 do 1. Do wyznaczenia r6znicy energii swobodne]
migdzy stanami A = 1 a A = 0 wykorzysta¢ mozna tzw. metod¢ BAR (ang. Benett accep-

tance ratio) [147] lub catkowanie termodynamiczne [148]. W przypadku obliczefi z wyko-
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AGA—>B,solvent AGA—»B,bound
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AAGp g = AGbind,A - AGbind,B = AGA—»B,solvent - AGA—»B,bound

Rys. 3.7: Cykl termodynamiczny pozwalajacy wyznaczy¢ zmiang energii swobodnej wigzania ligand—receptor w odpowiedzi na zmiane struktury chemicznej
czasteczki (AAGa_,p). Dzigki zastosowaniu podejscia alchemicznego, mozliwe jest wyznaczenie zmian energii swobodnej towarzyszace transformacji
liganda A w ligand B w stanie niezwiazanym (AGa_,B solvent) Oraz zwiazanym (AGa B pound)- Z kolei wzgledng zmiang energii swobodnej AAGx_,5

uzyskujemy poprzez odjecie AGa_,B bound 0d AGA_B solvent-

rzystaniem technik alchemicznych mozliwa jest rowniez wymiana replik migdzy sasiednimi
oknami.

Poza badaniem wptywu réznic w strukturze ligandéw na powinowactwo do danej
makroczasteczki, podejscie alchemiczne bywa stosowane takze do badania innych zagad-
nien, takich jak wptyw mutacji ma stabilno§¢ formy zwinigtej biatka lub réwnowage kon-
formacyjna, réznice w energetyce solwatacji oraz wspoétczynnik podziatu danej czasteczki
pomigdzy rézne fazy [149]. W przeciwienstwie do metody US, podejscie alchemiczne
dostarcza wylacznie informacji o réznicy energii swobodnej pomigdzy zdefiniowanymi
stanami koncowym i poczatkowym. Nie jest zatem w tej metodzie mozliwe scharaktery-
zowanie stanu przejSciowego (np. na granicy faz w trakcie transportu czasteczki). Warto
jednak zauwazy¢, ze dzigki podejSciu alchemicznemu mozemy czgsto uniknaé probleméw
z probkowaniem, wynikajacych z wystgpowania barier energetycznych wzdtuz wspétrzedne;
reakcji opisujacej proces.
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3.7 Zastosowane protokoly symulacyjne

Wigkszo$¢ symulacji przeprowadzitem, korzystajac z pakietu Gromacs (w wersji 2018
lub nowszej) [150]. Symulacje dotyczace reorientacji izomeréw zeaksantyny wykonatem
przy uzyciu pakietu NAMD [151]. Uktady btonowe skonstruowatem przy uzyciu narzedzi
Charmm-Gui Membrane Builder [152] i MemGen [153]. W wigkszosci przypadkéw do opisu
oddzialywan miedzy biatkami lub lipidami uzytem pola sitowego CHARMM?36m [154],
natomiast w symulacjach dotyczacych wigzania cholesterolu do peptydéow L11 1 KALP21 za-
stosowatem pole sitowe Amber99SB-ildn dla peptydow [155] oraz Slipids dla lipidow [156—
158]. Wszystkie symulacje przeprowadzitem z zastosowaniem modelu wody TIP3P [159].

W symulacjach prowadzonych przy uzyciu pakietu Gromacs zastosowalem termo-
stat Nosé-Hoovera [137, 138], a ciSnienie utrzymywalem semi-izotropowo (oddzielnie dla
ptaszczyzny XY i osi Z) na poziomie 1 bar przy uzyciu barostatu Parrinello-Rahmana [139].
W symulacjach przy uzyciu pakietu NAMD kontrole temperatury zapewnitem poprzez zas-
tosowanie dynamiki Langevina [160], a ci$nienie utrzymywalem przy uzyciu metody ttoka
Langevina [161]. We wszystkich symulacjach zastosowalem periodyczne warunki brze-
gowe (we wszystkich trzech wspétrzednych kartezjanskich). Oddziatywania elektrostaty-
czne byly obliczane przy uzyciu algorytmu SPME [162] z promieniem odcigcia 1.2 nm
(dla pola sitowego CHARMM?36m) lub 1.4 nm (dla pola sitowego Amber/Slipids). Od-
dziatywania dyspersyjne byly obliczane z promieniem odcigcia 1.2 nm (dla pola sitowego
CHARMM36m) badZ 1.4 nm (dla pola sitowego Amber/Slipids). Dodatkowo, w symula-
cjach z polem sitowym CHARMM?36m zastosowatem promiefh wylaczenia rqyitcp, = 1.0 nm.
Dtugos¢ wiazania z udzialem atoméw wodoru byla w trakcie symulacji usztywniona przy
uzyciu algorytmu P-Lincs [163]. Do rozwiazania réwnan ruchu uzylem algorytmu Verleta
w wariancie “zabiego skoku” z krokiem czasowym 2 fs.

Do badania zaprojektowanych przeze mnie procesOw, wykorzystatem wtyczke Plumed
[164] w trakcie symulacji. Dzigki tej wtyczce mozliwe byto przyktadanie do uktadu
zewngetrznego potencjatu, co pozwolilo na utrzymanie stalej odlegtoSci migdzy pewnymi
czasteczkami (m.in. w symulacjach typu umbrella sampling), naktadanie dodatkowych
wigzOw na ruch czasteczek tam, gdzie bylo to niezbedne, a takze realizacj¢ symulacji typu
metadynamiki.

W symulacjach z wykorzystaniem techniki umbrella sampling, profile energii
swobodnej wyznaczylem przy uzyciu metody wazonych histograméw (WHAM) [141],
a niepewnosci obliczylem za pomoca metody (ang.) bootstrap opartej na podejSciu Monte
Carlo z uwzglednieniem czaséw autokorelacji w szeregach czasowych [165]. W przypadku
symulacji typu metadynamiki zastosowatem blokowe uSrednianie profili energii swobodne;.
W przypadku obliczeri alchemicznych energie swobodne i ich niepewno$ci uzyskatem za

pomoca metody Bennet Acceptance Ratio [147] zaimplementowanej w programie gmx bar.
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Analizy wygenerowanych trajektorii dynamicznych przeprowadzitem przy uzyciu
narzedzi pakietu Gromacs, g_lomepro [166] lub wiasnych skryptéw w jezyku Python [167].
Wizualizacje wykonatem przy uzyciu oprogramowania VMD [168].

3.7.1 Symulacje z wykorzystaniem modelu inkluzji transblonowej

W symulacjach wykorzystatem uklady zawierajace inkluzje o zr6znicowanej dtugosci
hydrofobowej, osadzone w modelowych btonach lipidowych. Aby uzyskaé btong o wysokim
stopniu uporzadkowania, skonstruowatem uklad zawierajacy 240 czasteczek DMPC (di-
14:0 PC) oraz 104 czasteczki cholesterolu (DMPC/CHL), aby uzyska¢ stosunek molowy
DMPC do cholesterolu wynoszacy 7:3. Wykorzystatem trzy rézne btony o niskim stop-
niu uporzadkowania zawierajace 280 czasteczek nienasyconych lipidéw o réznej diugosci
taiicuchéw acylowych: DOPC (di-16:1 PC), DEiPC (di-18:1 PC) lub DEPC (di-20:1 PC).
Btony solwatowalem woda, tworzac prostopadto$cienne pudio (o dlugosci ok. 9 nm wzdiuz
kazdej wspotrzednej kartezjariskiej), z dodatkiem jonéw K* i CL™, aby utrzyma¢ site jonowa
na poziomie fizjologicznym (0.15 M). Przygotowane uktady zawieraty okoto 70 000 atoméw
i zostaly poddawane wstgpnym etapom rownowazenia zgodnie z protokotem Charmm-Gui

Membrane Builder. Symulacje przeprowadzitem w temperaturze 320 K.

Molekularne podloze niedopasowania hydrofobowego

Do zbadania molekularnego podioza niedopasowania hydrofobowego, uzytem uktadu,
w ktérym znajdowaly si¢ dwie domeny nieuporzadkowane (Lp) o réznej grubosci, migdzy
ktorymi nie dochodzito do mieszania si¢ lipidow (zgodnie z Rys.3.8). Do zbudowania
takiego uktadu, wykorzystatem wczesniej przygotowane uklady zawierajace odpowiednio
lipidy DOPC oraz DEPC, ktére umieScilem obok siebie za pomoca programu gmx editconf.
Aby zapobiec wymieszaniu si¢ lipidow, zastosowalem potencjat dziatajacy na grupy fosfora-
nowe lipidow DEPC, ktéry uniemozliwit ich dyfundowanie przez granic¢ faz do obszaru,
w ktérym znajdowaly si¢ lipidy DOPC.

di-18:1 PC di-22:1 PC

Tworzenie
ujemnego AD

e aeeeettlteget!
W e

Rys. 3.8: Schematyczne zobrazowanie procesu tworzenia ujemnego niedopasowania hydrofobowego poprzez przeniesienie modelowej inkluzji z domeny
zawierajacej lipidy DOPC, gdzie AD =0 nm do obszaru lipidéw DEPC, w ktérej AD < -0.8 nm. Zastosowanie potencjatu dziatajacego na grupy fosforanowe
lipidéw DEPC uniemozliwia ich dyfuzje przez granice faz do drugiej domeny, dzigki czemu sktad domen pozostawat staty w trakcie symulacji.

Aby obliczy¢ zmiang energii swobodnej zwigzanej z przeniesieniem inkluzji z domeny

zawierajacej lipidy DOPC (Lp), w ktérej AD =0 do domeny zawierajacej lipidy DEPC
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(réwniez Lp), w ktorej AD = —-0.8 nm, skonstruowatem cykl termodynamiczny przedsta-
wiony na Rys. 3.12. Zgodnie z tym schematem, wyznaczytem warto$¢ AGyqnsfer jako sumg
trzech wktadéw do energii swobodnej: i) AGqysp on,B> 11) AGe oraz iii) AGgysp off,a- Kazdy
z tych trzech wkitadéw do energii swobodnej obliczylem na podstawie niezaleznych symu-

lacji, w ktérych parametr A kontrolowat udziat oddziatywan:

1. dyspersyjnych w inkluzji “B”, gdzie A = 0 oznaczat ich brak, a A = 1 oznaczal petne

oddziatywania dyspersyjne dla inkluzji “B”,

2. elektrostatycznych w obu inkluzjach, gdzie A = 0 oznaczat pelne oddziatywania elek-
trostatyczne dla inkluzji “A” i ich brak dla inkluzji “B”, natomiast A = 1 oznaczat sytu-

acje odwrotna,

3. dyspersyjnych w inkluzji “A”, gdzie A = 0 oznaczal pelne oddzialywania dyspersyjne

dla tej inkluzji, a A = 1 oznaczat ich brak.

Dla kazdego z trzech etapéw obliczenia prowadzitem z wykorzystaniem 24 nieza-
leznych “okien” symulacyjnych o réznych wartoSciach parametru A w zakresie 0 do 1,
dobranych w taki sposéb, aby zapewnié efektywne probkowanie. Dodatkowo, w celu za-
pewnienia stabilno$ci numerycznej obliczen w obszarach, gdzie wystgpuje zanik lub poja-
wienie si¢ oddzialywan dyspersyjnych lub elektrostatycznych, zastosowatem tzw. “migkkie
potencjaly” (ang. soft-core potential) [169]. Zastosowatem nastgpujace wartosci parametréw
w réwnaniu Beutlera [170] opisujacego oddzialywania migdzyatomowe przy zastosowaniu

migkkich potencjatow: oge = 0.5, ogc = 0.3 nm, oraz wyktadnik sgc = 1.

Whplyw niedopasowania hydrofobowego na dimeryzacje inkluzji blonowych

W celu zbadania procesu dimeryzacji inkluzji w btonach DMPC/CHL i1 DOPC, za-
stosowatem metod¢ umbrella sampling (US). W symulacjach US jako wspétrzedna reakcji
wykorzystatem odlegto$¢ migdzy Srodkami mas hydrofobowych fragmentéw inkluzji, rzu-
towana na plaszczyzne btony (XY-odleglos¢). Do probkowania wspétrzednej reakcji zasto-
sowatem réwnomiernie rozmieszczone “okna” US (co 0.3 nm), obejmujace zakres od 0.7
do 4.0 nm. Z kolei dla inkluzji, dla ktérych warto§¢ AD = —0.6 nm maksymalny zakres
wspolrzednej reakcji zwigkszylem do 4.3 nm. W kazdym oknie zastosowatem potencjat har-
moniczny (o statej sitowej k = 59.8 kcal/(mol - nm?2)), ktéry utrzymywat zadang X'Y-odlegtosé
miedzy inkluzjami. Dodatkowo, dla czesci uktadéw dodatem okno w potozeniu 1.05 nm, dla
ktorego ze wzgledu na wystepujaca barierg energetyczng zastosowalem potencjat o wigkszej
statej sitowej (k = 239.0 kcal/(mol - nm?)). W celu przygotowania poczatkowego zestawu
konfiguracji dla okien US przeprowadzilem krétka symulacje typu sterowanej dynamiki
molekularnej. W trakcie tej symulacji inkluzje, ktére poczatkowo znajdowaly si¢ w stanie
dimerycznym, byly stopniowo rozsuwane od siebie przez 100 ns, osiagajac odlegtos¢ 4.0 nm
(Iub 4.3 nm w przypadku inkluzji, dla ktérych AD =-0.6 nm). Dodatkowo, do zbadania
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AGtransfer

AGg ansfer = AGdysp onB T AGg + AGdysp off,A = AGdysp + AGg

Rys. 3.9: Cykl termodynamiczny stuzacy do wyznaczenia zmiany energii swobodnej towarzyszacej utworzeniu ujemnego niedopasowania hydrofobowego
poprzez przeniesienie modelowej inkluzji z domeny zawierajacej lipidy DOPC, gdzie AD =0 nm do obszaru lipidéw DEPC, w ktérej AD <-0.8 nm.

procesu dimeryzacji inkluzji pozbawionych tadunku elektrycznego, zastosowatem potencjat
harmoniczny (o stafej sitowej k = 119.5 kcal/(mol - nm?)) usztywniajacy orientacje inkluzji
prostopadle do powierzchni blony. Aby przyspieszy¢ probkowanie przestrzeni konfigura-
cyjnej, zastosowatem wymiang konfiguracji pomigdzy sasiadujacymi oknami, gdzie akcep-
tacja wymiany odbywata si¢ zgodnie z kryterium Metropolisa [171]. Préby wymiany konfi-
guracji podejmowane byty z czgstotliwoscia 1 ns.

Zmiang energii swobodnej towarzyszaca dimeryzacji inkluzji w btonie DMPC/CHL
wyznaczytem takze z zastosowaniem podejScia alchemicznego. Aby obliczy¢ t¢ zmia-
ne, skonstruowatem cykl termodynamiczny pokazany na Rys.3.10. Zgodnie z tym sche-
matem, wyznaczylem warto$¢ AGyi,, jako sumg trzech wktadéw do energii swobodnej: 1)
AGgysp on,B» 11) AGe oraz iii) AGgysp off,c- Kazdy z tych trzech wktadéw do energii swo-
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bodnej obliczytem na podstawie niezaleznych symulacji, w ktérych parametr A kontrolowat

udzial oddziatywan:

1. dyspersyjnych w inkluzji “B”, gdzie A = 0 oznaczat ich brak, a A = 1 oznaczal petne

oddziatywania dyspersyjne dla tej inkluzji,

2. elektrostatycznych w inkluzjach “B” i “C”, gdzie A = 0 oznaczat pelne oddziatywania
elektrostatyczne dla inkluzji “C” i ich brak dla inkluzji “B”, natomiast A = 1 oznaczat

sytuacje¢ odwrotna,

3. dyspersyjnych w inkluzji “C”, gdzie A = 0 oznaczal petne oddziatywania dyspersyjne

dla tej inkluzji, a A = 1 oznaczat ich brak.

Ac'idim

AGdysp on,B AGdysp off,C

AGy,

AG4im = AGdysp onB T AGg + AGdysp off,C = AGdysp + AGg

Rys. 3.10: Cykl termodynamiczny umozliwiajacy wyznaczenie zmiany energii swobodnej towarzyszacej dimeryzacji inkluzji w podejsciu alchemicznym.

Podobnie jak dla obliczen dotyczacych tworzenia ujemnego niedopasowania hydro-

fobowego, w celu uzyskania kazdego z trzech wkiadéw do energii swobodnej, przeprowa-
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dzilem symulacj¢ w 24 “oknach”, w ktérych warto§¢ parametru A zmieniata si¢ od 0 do 1
w sposéb nieréwnomierny, tak by zoptymalizowaé efektywnos¢ probkowania. Zastosowatem
rowniez migkkie potencjaty, dla ktérych, podobnie jak wczesniej, dobralem nastgpujace
parametry: ogc = 0.5, ogc = 0.3 nm, oraz wyktadnik sgc = 1. Ponadto, aby zapewni¢ trwatos¢é
stanu dimerycznego w trakcie symulacji odlegtos¢ migdzy inkluzjami A i B (Rys. 3.10) byta
utrzymywana ponizej wartoSci 0.8 nm przy pomocy dodatkowego potencjatu o stalej sitowe;j
k = 119.5 kcal/(mol - nm?).

Niedopasowanie hydrofobowe a segregacja inkluzji migdzy domenami o réznym stopniu uporzadkowania

Aby zbadac rol¢ niedopasowania hydrofobowego w segregacji inkluzji migdzy dome-
nami o réznym stopniu uporzadkowania, stworzylem uktady symulacyjne zawierajace dwie
domeny blonowe o réznym stopniu uporzadkowania (zgodnie z Rys.3.11). W tym celu
wykorzystatem wczesniej przygotowane uktady: DMPC/CHL, reprezentujacy domeng L
oraz jeden z uktadow — DOPC, DEiPC lub DEPC, reprezentujacy domen¢ Lp. Uktady te
umiescitem obok siebie za pomoca programu gmx editconf. Podobnie jak w przypadku
obliczen dotyczacych tworzenia niedopasowania hydrofobowego, zastosowatem potencjat
dziatajacy na grupy fosforanowe lipidéw DMPC, ktory uniemozliwit ich dyfundowanie przez
granicg faz do domeny Lp, tak by zachowa¢ niezmienny sktad domen w trakcie symulacji.

W obrgbie kazdej z dwéch domen umiescitem pojedyncza “czasteczke” inkluzji, a ich
potozenia w domenie byty kontrolowane za pomoca dodatkowego potencjatu. Stworzytem
trzy rézne uktady, w ktérych umiescitem inkluzje modelowe o réznej dtugosci, aby zbadaé
proces segregacji inkluzji miedzy domenami blonowymi w zaleznosci od wartoSci niedopa-
sowania hydrofobowego AD. W przypadku domeny L, warto§¢ AD przyjmowata nastgpu-

jace wartoSci: 1) —0.6 nm, ii) O nm oraz iii) 0.4 nm.

" DMPC Cholesterol  DOPC

14:0 PC 18:1 (A9-Cis) PC

Rys. 3.11: Uktad symulacyjny zawierajacy modelowe inkluzje osadzone w blonie ztozonej z dwéch réznych domen lipidowych — uporzadkowanej,
zbudowanej z DMPC i cholesterolu oraz nieuporzadkowanej, zbudowanej z DOPC.
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W analogiczny spos6b przygotowalem uktady zawierajace niemieszajace si¢ domeny
DMPC/CHL (Lg) oraz DOPC (Lp), gdzie zamiast inkluzji znajdowatly si¢ biologicznie ak-
tywne czasteczki: zeaksantyny (Zea), astaksantyny (Asta), peptydy WALP lub KALP.

Do wyznaczenia zmiany energii swobodnej towarzyszace] przeniesieniu inkluzji
z domeny uporzadkowanej (zawierajacej lipidy DMPC i cholesterol) do nieuporzadkowane;j
(zawierajacej lipidy DOPC, DEiPC lub DEPC) zastosowalem protokét analogiczny do
uzytego w obliczeniach energii swobodnej tworzenia niedopasowania hydrofobowego (patrz:
podrozdziat 3.7.1). Do obliczen wykorzystalem zaré6wno modelowe inkluzje o ré6znych dtu-
gosciach hydrofobowych, jak i wybrane zwiazki czynne biologicznie: zeaksantyng (Zea),
astaksantyng (Asta) oraz peptydy WALP i KALP.

AGdysp on,B

AG

'y -
W

AGq ansfer = AGdysp onB T AGg + AGdysp off,A = AGdysp + AGg

Rys. 3.12: Cykl termodynamiczny stuzacy do wyznaczania zmian energii swobodnej towarzyszacej przeniesieniu inkluzji z fazy uporzadkowanej Lo do fazy
nieuporzadkowanej Lp.
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3.7.2 Specyficzne wiazanie cholesterolu do peptydow transblonowych

Uktady symulacyjne zostaty wczesniej przygotowane przez zesp6t profesora H.J. Ris-
selady. Kazdy z uktadéw sktadat si¢ z peptydu (L11 lub KALP21) osadzonego w btonie
lipidowej ztozonej z 90 czasteczek POPC (16:0-16:1 PC) 1 38 czasteczek cholesterolu (steze-
nie ok. 30% mol). Btony solwatowatem woda, aby uzyska¢ pudta symulacyjne o wymiarach
5.6 x 5.6 x 10 nm, w ktérych miescito si¢ okoto 35 000 atoméw. Symulacje przeprowadzitem
w temperaturze 303.15 K.

Po przeprowadzeniu krétkiej symulacji réwnowagowej dla kazdego systemu, wyzna-
czylem profil energii swobodnej w zaleznoSci od odlegtoSci migdzy cholesterolem a pe-
ptydem, korzystajac z techniki umbrella sampling. Konkretniej, jako wspoirzedna reakcji
wybratem XY-odleglos¢ migdzy Srodkiem masy pierScieni steranu wybranego cholesterolu
a Srodkiem masy atoméw wegla Cy reszt 1-12 (L11) lub 1-11 (KALP21), stanowiacych
polowe helisy kazdego z peptydéw. Aby uzyskaé precyzyjna krzywa energii swobodnej,
prébkowatem wspétrzedna reakcji w zakresie od 0.7 do 2.3 nm, uzywajac 9 réwno rozmieszc-
zonych “okien” symulacyjnych oddzielonych od siebie o 0.2 nm. Do przygotowania
poczatkowego zestawu konfiguracji w oknach US, przeprowadzilem krétka symulacji typu
sterowanej dynamiki molekularnej. W trakcie tej symulacji cholesterol, ktéry poczatkowo
znajdowat si¢ w odlegtosci ok. 0.7 nm od kazdego z peptydow, L11 badzZ KALP21, byly sto-
pniowo rozsuwane od siebie przez 100 ns, osiagajac odlegtos¢ 2.3 nm. W kazdym oknie za-
stosowalem potencjat harmoniczny o statej sitowej k = 59.8 kcal/(mol - nm?), ktéry utrzymy-
wal zadang warto$¢ wspolrzednej reakcji. Dla kazdego okna symulacyjnego przeprowadz-
item obliczenia, aby uzyskac trajektorie o czasie 1.5 us kazda.

3.7.3 Wiazanie biatka prekursorowego amyloidu do y-sekretazy

Symulacje wiazania biatka prekursorowego amyloidu (APP) do y-sekretazy zostaty
przeprowadzone przez dr. Lukasza Nierzwickiego [76]. Pierwsze dwa uklady zawieraty frag-
ment blonowy kompleksu y-sekretazy pochodzacy ze struktury krystalicznej pelnego enzymu
(PDB ID 5FN2) [172]). Biatko zostalo osadzone w btonie lipidowej sktadajacej si¢ z 240
czasteczek DPPC (di-16:0 PC) 1 160 czasteczek cholesterolu (DPPC/Chl) lub wytacznie z 370
czasteczek DPPC. Blony byly solwatowane czasteczkami wody, aby uzyskaé pudia o rozmi-
arach okoto 10.5 x 10.5 x 19 nm. Dodatkowo symulowane byly takze uktady zawierajace
izolowany peptyd APP (PDB ID 2LP1 [173]) osadzony w btonie zawierajacej 108 czasteczek
lipidéw DPPC i 72 czasteczki cholesterolu (DPPC/Chl) lub wytacznie 150 czasteczek DPPC.

Moim zadaniem byto przeprowadzenie analiz trajektorii uzyskanych z w/w symulacji
rownowagowych lub symulacji z wykorzystaniem metody US, gdzie wspétrzedna reakcji
byta XY-odlegtos¢ migdzy helisa APP a miejscem wiazacym w poblizu helis TM6 1 TM9
preseniliny. W tych systemach, kazde z okien symulowano do uzyskania trajektorii o dtu-

gosci 1 us.

43


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

W ramach przeprowadzonych analiz wyznaczytem dwuwymiarowe mapy grubosci
btony w uktadach zawierajacych vy-sekretazg i/lub APP za pomoca programu g_lomepro
[166]. Grubos¢ btony zdefiniowalem jako Srednig odlegto$¢ pomigdzy atomami fosforu z obu
listkéw btony. Dodatkowo wyznaczylem takze powierzchni¢ btony zajmowana przez bialka,
wykorzystujac do tego program gmx densmap [174].

Dla oceny wplywu biatlek na uporzadkowanie tancuchéw acylowych lipidow,
obliczylem warto$¢ wspdtczynnikéw uporzadkowania Scp w sasiedztwie miejsca katality-
cznego y-sekretazy oraz w sasiedztwie APP a takze dla blony niezaburzonej. Do wyznacze-
nia zaleznosci Scp od numeru atomu wegla w tancuchu acylowym postuzytem si¢ nastepu-

jacym réwnaniem (patrz tez Rys. 3.13):
Scp.n = (3cos?(9)—1)/2, (3.31)

gdzie ¢ to kat pomigdzy wektorem zdefiniowanym przez wiazanie C-H n-tego atomu wegla
w taficuchu acylowym a osia prostopadla do powierzchni btony. Wartosci Scp zostaty
usrednione po wszystkich ‘n’-tych atomach wegla, taficuchach sn-1 i sn-2 oraz wszystkich

czasteczkach lipidow.

Rys. 3.13: Struktura czasteczki lipidu DMPC. Atomy wegla w taiicuchach sn-1 oraz sn-2 sa ponumerowane od ‘1’ poczawszy od wegla karboksylowego. Do

obliczenia wspétczynnika Scp zgodnie z rtéwnaniem 3.31, nalezy wyznaczy¢ kat migdzy wektorem definiowanym przez wiazanie C—H n-tego atomu wegla.
Ze wzglgdu na obecno$¢ dwéch atoméw wodoru przy atomie C,,, dla uproszczenia wektor réwnolegty do wiazania C—H wyznacza sig, korzystajac z potozen
atomow C,_; oraz C,_;.

Do wyznaczenia wspélczynnikéw Scp w blonie niezaburzonej postuzytem si¢ pro-
gramem g_lomepro. W przypadku lipiddw w sasiedztwie substratéw, skorzystalem
z wezesniej przygotowanego skryptu w jezyku TCL, ktéry umozliwit obliczenie wspéiczyn-
nikéw Scp lipidéw, ktérych Srodki mas znajdowaty si¢ w X'Y-odlegtosci mniejszej niz 1.6 nm
od y-sekretazy lub APP.
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Trajektorie uktadow APP/vy-sekretaza analizowalem takze poprzez wyznaczenie obwo-
déw obszaréw zaburzenia btony przez obecnos¢ inkluzji. Obszar zaburzenia btony zdefinio-
walem jako obszar, w ktérych lokalna grubos$¢ btony byta o 0.15 nm mniejsza niz Sred-
nia grubo$¢ blony niezaburzonej obecnosScia biatka. W zalozonym celu stworzylem skrypt
w jezyku Python umozliwiajacy detekcje konturéw na obrazach z wykorzystaniem biblioteki
OpenCV [175]. Wyznaczylem obszary zaburzenia blony dla systeméw zawierajacych: 1)
tylko y-sekretaze, ii) wytacznie APP (jako przypadek, gdy { — o) oraz iii) dla obszaru wiaza-
nia si¢ APP do y-sekretazy badz stanu posredniego ({ = 1.1orazl.6 nm). Zmiang obwodu
zaburzenia Ap obliczylem poprzez odjecie nastgpujacych sktadowych:

AP = P(y+APP).L ~ Pyl 300 + DAPP.500)- (3.32)

Na koniec oszacowatem wktad niedopasowania hydrofobowego AD do zmiany energii swo-

bodnej towarzyszacej asocjacji APP do y-sekretazy, korzystajac z nastepujacego wzoru (3.33:
AGAp =AP-o, (3.33)
gdzie o jest eksperymentalng wielkoscia napigcia liniowego i wynosi okoto 1-3 pN [176].

3.7.4 Agregacja koniugatéw peptyd-antybiotyk w obrebie blon lipidowych

Struktury lewofloksacyny (LVX) oraz koniugatu z peptydem TP10 (TP10-NH, —
LVX) zostaly przygotowane i sparametryzowane (w polu sitowym CHARMM236m) przez
dr. Mitosza Wieczora. Biorac pod uwage wtasciwosci kwasowo-zasadowe LVX (pK; = 6.02
oraz pKj = 8.12), w badaniach wykorzystaliSmy wariant elektrycznie obojetny czasteczki
antybiotyku, co odpowiada warunkom przy pH = 7. Przygotowane przeze mnie uktady za-
wieraly pojedyncza czasteczke koniugatu, osadzong w blonie lipidowej sktadajacej si¢ z 232
czasteczek POPC (16:0-16:1 PC). Blong solwatowatem woda i jonami K* i CI™ (sita jonowa
0.15 M), w celu uzyskania pudta symulacyjnego o rozmiarach okoto 9 x 9 x 10 nm. Tak zbu-
dowany uktad zawierat okoto 80 000 atoméw. Symulacje przeprowadzilem w temperaturze
310 K.

Po przeprowadzeniu kroétkiej symulacji rownowagowej (okoto 100 ns), przystapitem
do obliczen majacych na celu zbadanie energetyki wnikania koniugatu z fazy wodnej
do wnetrza btony. Wykorzystalem dwuwymiarowa metadynamike, gdzie wspétrzegdna 4
reprezentowala odlegto$¢ miedzy Srodkiem masy LVX a Srodkiem btony, rzutowana na
o$ prostopadta do ptaszczyzny blony (Z-odlegtosé), natomiast wspéirzgdna (, byta Z-
odlegtoscia migdzy Srodkiem masy TP10 a Srodkiem btony. Dla usprawnienia obliczen
przygotowatem 12 “okien” symulacyjnych zainicjowanych w réznych potozeniach wzdtuz
wspotrzednych reakcji. Dodatkowo zastosowalem skalowanie wielkosci dodawanego inkre-
mentu w czasie (tzw. wariant (ang.) well-tempered metadynamiki). Dla kazdego
okna przeprowadzitem symulacje o dlugosci 400 ns, co pozwolito uzyskac trajektorie

o sumarycznej dtugosci okoto 5 us.
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Do zbadania stabilnos$ci poréw wodnych zbudowanych z tetrameru TP—-NH, -LVX,
przygotowatem zestaw konwencjonalnych symulacji, w ktérych cztery monomery TP—NH, —
LVX osadzitem w blonie zawierajacej 200 czasteczek POPC lub 166 DMPC i 71 czasteczek
cholesterolu. Btony solwatowatem woda i jonami, aby uzyska¢ pudia o rozmiarach okoto
8 x 8 x 10 nm. Podobnie jak wczes$niej zastosowana temperatura wynosita 310 K. Dla
kazdego systemu wybralem dwie poczatkowe konfiguracje: 1) cztery rozdzielone od siebie
monomery na odlegto$¢ 2 nm oraz 2) zwiazany tetramer. Symulacje prowadzitem do uzyska-

nia trajektorii o dtugosci okoto 600 ns.

3.7.5 Wplyw alkoholi na wlasciwosci fizykochemicznych dwuwarstwy lipidowej

Symulowane uktady sktadaty si¢ z btony lipidowej, zawierajacej 134 czasteczki DMPC
(di-14:0 PC) oraz 66 czasteczki alkoholu (heksanol, oktanol, dekanol lub dodekanol) w celu
uzyskania stosunku molowego lipid:alkohol réwnego 2:1. Dodatkowo, przygotowatem jeden
uktad z czysta blong DMPC, zachowujac powyzsza liczbg czasteczek lipidow. Kazda z bton
solwatowatem woda oraz jonami K* i CI~ (sita jonowa 0.15 M), uzyskujac w ten sposéb sy-
stemy o wymiarach okoto 7 x 7 x 7.5 nm. Tak przygotowany uktad zawieral okoto 40 000
atoméw. Dla kazdego z uktadéw przeprowadzitem symulacje rownowagowe (w temperatu-
rach 28, 37 oraz 47°C), aby uzyskac trajektorie o dtugosci okoto 2 ys.

W celu oceny zmiany grubosci blony w poszczegdlnych uktadach, wyznaczylem pro-
file gestosci grup fosforanowych w zaleznoSci od odlegtosci od Srodka btony. Nastep-
nie obliczytem Srednia odlegto$¢ migdzy maksimami, ktéra czgsto przyjmowana jest jako
umowna grubos$¢ blony. Aby uzyska¢ dodatkowe informacje na temat czynnikéw wpty-
wajacych na zmiany grubos$ci blony spowodowane domieszkowaniem alkoholi o réznych
dlugosciach tancucha alkilowego, obliczytem parametr uporzadkowania Scp dla fanicuchéw
acylowych we wszystkich badanych uktadach symulacyjnych. W celu okreslenia stopnia
naktadania si¢ taficuchéw acylowych migdzy warstwami blony, obliczylem profile gestosci
prawdopodobienistwa terminalnych atoméw wegla Ci4 lipidéw DMPC. Dodatkowo, wyzna-
czylem profile gestoSci prawdopodobienstwa czasteczek alkoholi, co pozwolito na jakos-

ciowe oszacowanie stopnia niedopasowania hydrofobowego migdzy alkoholami a lipidami.

3.7.6 Reorientacja karotenoidow w blonie

Uktady symulacyjne skladaty si¢ z pojedynczej czasteczki zeaksantyny (wystepujace;j
jako izomer all-trans, 9-cis lub 13-cis), osadzonej w blonie lipidowej zawierajacej 146
czasteczek DPPC (di-16:0 PC). Dodatkowo, kazdy z izomeréw umiescilem w btonie za-
wierajacej 90 czasteczek SDPC (18:0-22:6 PC), 84 czasteczki SDPE (18:0-22:6 PE) 1 26
czasteczek SDPS (18:0-22:6 PS), ktorej sktad odpowiadal btonie neuronéw siatkowki oka
[177]. Btony solwatowatem woda i jonami K* i CI~, uzyskujac systemy o rozmiarach okoto
6 x 6 x 6 nm. Tak przygotowane uktady zawieraty okoto 40 000 atoméw.
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Kazdy z systeméw poddalem wstgpnemu réwnowazeniu (ok. 50 ns). Nastep-
nie, obliczylem profile energii swobodnej, ktére opisywaly zmiang orientacji czasteczki
karotenoidu wzgledem osi prostopadtej do ptaszczyzny btony (Z). Do wyznaczenia tych pro-
fili zastosowatem technikg US, gdzie wspétrzedng reakcji zdefiniowalem jako Z-odlegtosé
migdzy Srodkami mas potéwek taricuchéw polienowych (Rys. 3.14). Aby uzyskaé konfigu-
racje startowe do poszczegdlnych okien US, przeprowadzitem krotka symulacje sterowanej
dynamiki molekularnej (o dtugosci 40 ns), w ktorej czasteczka zeaksantyny zmieniata swoja
orientacj¢ z pionowej (wzgledem plaszczyzny XY) na réwnolegla przy zastosowaniu po-
tencjalu harmonicznego o statej sitowej k = 100 kcal/(mol - nm?). Nastepnie, dla kazdego
systemu przygotowatem 10 “okien” US, w ktérych srodki potencjatéw byty réwno roztozone
(co 0.12 nm) w zakresie 0.00-1.08 nm. W kazdym oknie zastosowatem potencjal harmoni-
czny o statej sitowej k = 30 kcal/(mol - nm?), ktory utrzymywat zadang wartoS¢ wspotrzedne;j
reakcji. Kazde okno poddatem symulacji MD az do uzyskania trajektorii o dlugosci okoto
500 ns. Po obliczeniu profili energii swobodnej, zostaly one zmapowane na wspétrzedna
¥ (patrz: Rys.4.44), czyli kat pomigdzy wektorem lezacym wzdluz tafdcucha polienowego
karotenoidu a osig normalng do powierzchni biony.

HO

& _—{/

Z-odlegtosc

CH;

Rys. 3.14: Wz6r strukturalny zeaksantyny wraz ze wspétrzedna reakceji stuzaca do ustalenia energetyki reorientacji czasteczki w btonie. Dla kazdej potowy
faicucha polienowego zeaksantyny, wyznaczylem srodek masy na podstawie potozeni atoméw wegla oznaczonych od Cg do Cs. Nastepnie obliczytem
odlegtos¢ migdzy tymi Srodkami mas, rzutowang na o$ prostopadta do powierzchni btony (w tym przypadku o§ ‘Z’).
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Rozdziat 4

Wyniki oraz ich dyskusja

4.1 Skonstruowanie modelu transblonowej inkluzji
4.1.1 Motywacja dla utworzenia modelu

Zastosowanie prostych peptydéw, takich jak WALP, w badaniach doSwiadczalnych
umozliwito wykazanie znaczacego wptywu niedopasowania hydrofobowego na rozmiar ob-
szaru Scienienia btony oraz zmiany w uporzadkowaniu tanicuchéw acylowych lipidéw otacza-
jacych peptyd [178, 179]. Ponadto, w kontekscie dimeryzacji WALP stwierdzono, ze do-
minujacym czynnikiem napgdzajacym ten proces jest korzystna zmiana entalpii wynika-
jaca z przyciagajacych oddziatywanhh migdzy dwoma peptydami oraz ze wzmocnienia odd-
ziatywan lipid-lipid [51]. Z drugiej strony, zgodnie z oczekiwaniami, dimeryzacji zwykle
towarzyszy spadek entropii, ktéry wiaze si¢ ze zmniejszeniem swobody translacyjnej pe-
ptydéw. Jednakze, w przypadku wystapienia dodatniego niedopasowania hydrofobowego,
proces dimeryzacji peptydéw moze prowadzi¢ do pozytywnego wzrostu entropii uktadu,
wynikajacego z wigkszej swobody konformacyjnej lipidéw otaczajacych peptydy. Co
wigcej, obserwuje si¢ wigksza stabilno$¢ dimerow WALP w ulozeniu antyréwnolegtym
niz réwnoleglym, co sugeruje istotny wptyw specyficznej struktury peptydu na stabilno$¢
dimerdéw.

Peptydy modelowe WALP23 1 WALP31 badano takze z zastosowaniem symulacji dy-
namiki molekularnej, ktére miaty na celu ustalenie podstaw ich segregacji pomigdzy dom-
enami blonowymi o réznym stopniu uporzadkowania konformacyjnego [46]. Wyniki tych
symulacji sugeruja, ze krétsze peptydy wykazuja wigksza tendencje do lokalizowania si¢
w domenie nieuporzadkowanej (Lp) niz peptydy dtuzsze. Dodatkowo stwierdzono, ze tran-
sferowi peptydéw do domeny nieuporzadkowanej towarzyszy korzystna zmiana entalpii, zas
do domeny uporzadkowanej (L) korzystna zmiana entropii. Ten ostatni, nieco zaskaku-
jacy efekt, wynika z faktu, ze lipidy w domenie L charakteryzuja si¢ wysokim stopniem
upakowania. Z tego wzgledu, przeniesienie inkluzji do domeny Lo wiaze si¢ ze znacza-
cym wzrostem entropii konformacyjnej oraz translacyjnej lipidéw. Takiego samego efektu
nie obserwujemy, gdy peptyd zostaje przeniesiony do domeny nieuporzadkowanej, gdzie nie
powoduje znaczacego wzrostu entropii lipidow.

Dotychczasowe badania z wykorzystaniem peptydow, takich jak WALP, potwierdzaja
istotny wptyw niedopasowania hydrofobowego i upakowania lipidéw na dimeryzacjg i segre-
gacje miedzy domenami blonowymi o réznym stopniu uporzadkowania. Jednakze te badania

nie pozwalaja na jednoznaczne okreSlenie, w jakim stopniu wptyw na wspomniane procesy
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ma specyficzna struktura peptydu, a w jakim niedopasowanie hydrofobowe czy upakowanie
lipidéw. Ponadto, dotad przeprowadzone badania dostarczyty tylko fragmentarycznego opisu
molekularnego podloza tych proceséw, skupiajac si¢ gtdwnie na zachowaniu lipidéw otacza-
jacych inkluzje i w duzym stopniu pomijajac wptyw rozpuszczalnika.

W zwigzku z tym, aby zrozumie¢ uniwersalne aspekty niedopasowania hydro-
fobowego, zdecydowalem si¢ opracowac prosty model inkluzji blonowej, ktéry ogranicza
wplyw specyficznych oddzialywar na asocjacj¢ i segregacje. Model ten sktada si¢ z dwdch
rodzajow centrow oddzialywan (ziaren): i) niepolarnych, oznaczonych jako W, determi-
nujacych ksztalt i rozmiar inkluzji, oraz ii) elektrycznie natadowanych, oznaczonych jako
X, pehiacych rolg analogiczng do zasadowych reszt aminkowasowych niosacych tadunek
dodatni i nadajacych peptydom orientacj¢ transbtonowa. Rys. 4.1 przedstawia opracowany

model inkluzji, jego wewngtrzng strukture oraz jego typowe usytuowanie w btonie lipidowe;.
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Rys. 4.1: Model inkluzji transbtonowej osadzony w btonie lipidowej. Po lewej stronie przedstawitem sktadniki btony lipidowej (DMPC - oznaczony na
niebiesko, cholesterol - oznaczony na z6tto). Po prawej stronie zaprezentowatem strukture inkluzji jako zestawu szeregowo potaczonych niepolarnych ziaren
W z dodatnio natadowanymi ziarnami X, zlokalizowanymi w obrebie terminalnych ziaren W.

Zgodnie z Rys. 4.1, ziarna W zostaly polaczone szeregowo, natomiast ziarna X zostaty
osadzone we wnetrzu skrajnych ziaren W, analogicznie do konstrukcji czasteczki wody
w gruboziarnistych polach sitowych. Dodatkowo, rozmieszczenie dwoch ziaren X na obu
konicach inkluzji sprawia, ze jednoimienne tadunki ziaren oddziatuja na siebie odpychajaco,
co skutkuje katem oxwyx =~ 180°. Dzigki utrzymaniu statego kata axwx, efektywna dtugosé
hydrofobowa inkluzji nie zmienia si¢ w trakcie symulacji.

Ziarnom W przypisatem mas¢ myy = 50 Da, co odpowiada przyblizonej masie czterech
grup metylenowych. Ponadto, ziarnom W przypisatem tadunek qyw = Oe™, aby zapewnic
ich niepolarnoS¢. Z kolei ziarnom X przypisalem mas¢ my = 30 Da oraz dodatni fadunek
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netto, tj. qx =+le”. Wyb6r dodatniego tadunku dla ziaren wynika z faktu, ze wigkszoS¢
transbtonowych helis zawiera dodatnio natladowane reszty aminokwasowe (reszty lizyny badz
argininy), ktére oddzialuja z ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi na powierzchni
btony 1 odpowiadajg za utrzymanie orientacji transbtonowej [91, 173, 180, 181].

By zapewnié, ze inkluzja nie bedzie odksztalcata si¢ podczas symulacji, kat migdzy
trzema ziarnami W (awww = 180°) jest kontrolowany przez zastosowanie potencjatu har-
monicznego o statej sitowej ky = 2390 kcal/(mol - degz).

W celu uzyskania gtadkiego ksztattu inkluzji, odlegtosci miedzy ziarnami W oraz ich
Srednice dobratem tak, aby ziarna nakladaly si¢ na siebie, jak zaprezentowatem na Rys. 4.1.
Odleglosci migdzy ziarnami W wynosza dyww = 0.25 nm, a do ich utrzymania zastosowatem
Sciste wigzy zamiast potencjaléw usztywniajacych. W ten sposéb zapewnitem stalg dtugosé
inkluzji podczas symulacji, co byto kluczowe szczegdlnie, gdy IADI >> 0 (tj. przy silnym
niedopasowaniu hydrofobowym).

Do kontrolowania S$rednicy ziarna W wykorzystalem parametr ¢ w potencjale
Lennarda-Jonesa, ktéry zostal uzyty do opisu oddzialywan dyspersyjnych i wiasci-
wosci sterycznych inkluzji. Parametr oy sparametryzowalem tak, aby Srednica inkluzji
odpowiadata Srednicy typowego peptydu transblonowego. W celu wyznaczenia optymal-
nej wartosci oy, przeprowadzilem zestaw symulacji MD (ok. 50 ns kazda), w ktérych model
inkluzji o réznych wartoSciach ow byt osadzony w btonie DMPC zawierajacej 30% mol
cholesterolu. Jako uktad odniesienia wykorzystatem peptyd WALP, ktéry osadzitem w takiej
samej btonie. Dla kazdego uktadu wyznaczylem nastgpnie radialne funkcji rozktadu (RDF;
ang. radial distribution function) lipidéow DMPC wzgledem centrum masy modelowe;j
inkluzji lub peptydu. Poréwnanie uzyskanych funkcji RDF pozwolito ustali¢, ze modelo-
wa inkluzja, dla ktérej ow = 0.8 nm, z duzym przyblizeniem odwzorowuje Srednicg trans-
btonowej helisy w blonie, co ukazatem na Rys. 4.2.

Sita oddziatywan dyspersyjnych kontrolowana jest za pomoca parametru € w rownaniu
Lennarda-Jonesa. Zgodnie z réwnaniem 3.12 oraz Rys. 3.3, im wigksza wartos¢ €, tym sil-
niej dwa centra oddzialtywan si¢ przyciagaja. Dla ziarna W wybralem ¢;; = 0.72 kcal/mol oraz
gir =0.16 kcal/mol. Wybdr ¢;; oraz ¢;; byt podyktowany potrzeba zwigkszenia powinowactwa
inkluzji wzgledem siebie do poziomu charakterystycznego dla helis transbtonowych. Wyma-
galo to, aby oddziatywania dyspersyjne migdzy nimi (gj;) byty silniejsze niz z otaczaja-
cymi je lipidami (gj;). Ze wzgledu na to, ze ziarna X znajduja si¢ wewnatrz W, przyjalem
ex = 0 kcal/mol, aby X nie oddziatywaly dyspersyjnie z reszta uktadu.

Ponadto, w modelu zastosowatem wykluczenie oddzialywan migdzyczasteczkowych
migdzy ziarnami w obrgbie inkluzji, z wyjatkiem elektrostatycznego odpychania ziaren X
znajdujacych si¢ na tym samym koncu czasteczki. Dzigki takiemu podejSciu modelowa

czasteczka oddziatuje tylko z innymi elementami uktadu.
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Rys. 4.2: Poréwnanie radialnych funkcji rozktadu (RDF) lipidow DMPC wokét peptydu WALP (na czerwono) oraz modelowej inkluzji z ow = 0.8 nm (na
niebiesko).

4.1.2 Podsumowanie

W tym podrozdziale przedstawilem motywacje dla skonstruowania modelu inkluzji
transbtonowej. Nastgpnie szczegdétowo scharakteryzowalem ten model, uzasadniajac dobor
wartosSci liczbowych dla konkretnych jego parametréw fizycznych i geometrycznych.
Warto$¢ kluczowego parametru oy, ktéry kontroluje Srednice inkluzji dobratem na pod-
stawie serii dodatkowych symulacji MD. W Tabeli 1 zebratem wszystkie parametry opisujace

model inkluz;ji.

Tabela 1 Zestaw parametréw opisujacych opracowany model inkluzji transblonowej

Parametr A\ X Parametr Wartos¢é
m 50Da | 30 Da dww 0.25 nm
q 0 +1 dwx 0.15 nm
c 0.8nm | O0nm AWWW 180°
Eii 0.72 kcal/mol
Eir 0.16 kcal/mol
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4.2 Molekularne podloze niedopasowania hydrofobowego

Dotychczas przeprowadzone badania pokazuja, ze lokalna zmiana gruboSci btony
(szczegdlnie jej Scienienie) na skutek niedopasowania hydrofobowego jest termodynam-
icznie stabilna [179, 182, 183]. Wynika to z faktu, ze uklad reaguje na niedopasowanie
hydrofobowe, aby unikna¢ ekspozycji hydrofobowych fragmentéw lipidéw badz inkluzji do
polarnego rozpuszczalnika. Dotychczas nie okreSlono termodynamicznego kosztu, jaki to-
warzyszy wytworzeniu ujemnego niedopasowania hydrofobowego i wynikajacego z niego
lokalnego Scienienia btony. W zwiazku z tym postanowitem wyznaczy¢ energi¢ swobodng
przeniesienia modelowej inkluzji z btony DOPC (di-18:1 PC), w ktérej AD =0 nm, do btony
DEPC (di-22:1 PC), w ktérej AD =—-0.8 nm. Wybo6r nienasyconych lipidéw do tego bada-
nia podyktowany byt tym, ze obecnos$¢ inkluzji powoduje znacznie mniejsze porzadkowanie
faiicuchéw nienasyconych niz nasyconych. Dlatego przeniesieniu inkluzji z blony DOPC do

btony DEPC towarzyszy niewielka roznica w oddziatywaniach inkluzja-tancuchy lipidowe.

4.2.1 Koszt energetyczny wytworzenia ujemnego niedopasowania hydrofobowego

Wykorzystujac podejécie alchemiczne (opisane w podrozdziale 3.6.3), wyznaczytem
zmiang energii swobodnej (AG_ 1) ZWiazang z przeniesieniem inkluzji z domeny DOPC do
domeny DEPC. Dodatkowo, przeprowadzitem dekompozycje otrzymanej wartosci AG gy
na sktadowe zwiazane z oddzialywaniami dyspersyjnymi (AGgysp) oraz elektrostatycznymi
(AGg)). Jak ukazuje Rys.4.3A, przeniesienie inkluzji do domeny, w ktérej AD = —0.8 nm,
wiaze si¢ z kosztem AGg,p = 8.6 kcal/mol, co Swiadczy o niekorzystnym charakterze tego
procesu z punktu widzenia termodynamiki. Warto takze zauwazyC, ze przeniesieniu do
tej domeny przeciwdziata gléwnie wktad zwiazany z oddzialywaniami elektrostatycznymi
(AGg) = 11.5 kcal/mol). Z drugiej strony, jesli weZmiemy pod uwage oddziatywania dysper-
syjne, inkluzja preferuje przeniesienie z blony DOPC do btony DEPC, co znajduje odzwier-
ciedlenie w wartosci AGgysgp, = -3.0 keal/mol (zgodnie z Rys. 4.3A).

Dokonatem réwniez dodatkowej dekompozycji AGgy W celu wyodrgbnienia
wktadéw pochodzacych od oddziatywan pomigdzy inkluzja a btong (i—b; co uwzglednia
tez oddziatywanie inkluzja-inkluzja), jak 1 pomigdzy inkluzja a woda (i—w). Zgodnie z za-
prezentowanym na Rys. 4.3B zestawieniem, mozna zauwazy¢, ze oddziatywania elektrostaty-
czne migdzy inkluzja a btong sprzyjaja przeniesieniu inkluzji do domeny zawierajacej DEPC,
co ilustruje uzyskana warto$¢ AGg] i, = -31.2 kcal/mol. Analogicznie, mniejszy wktad
Gysp, i-w = —2.7 kecal/mol wskazuje, ze oddziatywania dyspersyjne miedzy inkluzja a woda
sprzyjaja przeniesieniu inkluzji do domeny zawierajacej DEPC. Niemniej jednak, oba te
efekty sa wigcej niz skompensowane przez wkiad wynikajacy z oddziatywan elektrostaty-
cznych migdzy inkluzjg a wodg (AGg iy = 42.6 kcal/mol), ktére sprzyjaja przemieszczeniu
inkluzji do domeny bfonowej zawierajacej DOPC. Natomiast uzyskana warto$¢ AGgysp, b =

0.3 kcal/mol jest znikomo mata, co jest zgodne z oczekiwaniami 1 wskazuje, ze tworzenie
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ujemnego niedopasowania hydrofobowego nie pociaga za sobg istotnych zmian w oddziaty-

waniach dyspersyjnych pomigdzy inkluzja a blona.
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Rys. 4.3: Obliczona zmiana energii swobodnej towarzyszaca utworzeniu ujemnego niedopasowania hydrofobowego (A G, ), wraz z dekompozycja na
wktady: dyspersyjny (AGaysp) i elektrostatyczny (AGe) (A), a takze na wktady odpowiadajace poszczegélnym elementom uktadu (B). Strzatki
przedstawione po prawej stronie pomagaja okresli¢, jakiemu stanowi sprzyjaja poszczegélne wktady do AG. Wyréznione elementy uktadu oznaczono
symbolami: i — inkluzja, b — btona, w — rozpuszczalnik (woda).

Na podstawie przedstawionych informacji mozna wyciagna¢ nastgpujacy wniosek:

proces tworzenia ujemnego niedopasowania hydrofobowego jest termodynamicznie nieko-
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rzystny, gtéwnie z uwagi na wklad odpowiadajacy oddzialywaniom elektrostatycznym
z udzialem rozpuszczalnika wodnego. Kolejnym istotnym spostrzezeniem jest to, ze oddzia-
tywania migdzy inkluzja a lipidami blonowymi sprzyjaja tworzeniu ujemnego niedopasowa-
nia hydrofobowego. To stwierdzenie jest sprzeczne z intuicyjnym zalozeniem sugerujacym,
ze formowanie lokalnego Scienienia btony bedzie niekorzystnym procesem z powodu dosto-

sowania efektywnej dtugosci lipidéw do inkluzji.

4.2.2 Zmiana rozkladu czasteczek wody i lipidéw w sasiedztwie inkluzji w odpowiedzi na wytworzenie
ujemnego niedopasowania hydrofobowego

Otrzymane wyniki sktonity mnie do blizszego zbadania odpowiedzi czasteczek wody
i lipiddw na zaburzenie wywotane wprowadzeniem inkluzji do bton DOPC i DEPC.
W tym celu wyznaczylem réznicowe profile gestosci Ap(Z), ktére opisuja zmiany rozktadu

czasteczek spowodowane pojawieniem si¢ inkluzji w btonie, zgodnie z rOwnaniem:

Ap(Z) = 0i(Z) - ppuik(2).

W réwnaniu 4.2.2, 0;(Z) oznacza profil gestoSci czasteczek w sasiedztwie inkluzji (gdzie
Z oznacza odlegtos$¢ od srodka btony wzdtuz osi prostopadtej do powierzchni btony; patrz:
Rys. 4.4A), natomiast py,x(Z) oznacza ten sam profil w blonie niezaburzonej (ang. bulk),
czyli niezawierajacej inkluzji.

Aby opisa¢ zachowanie lipidow, wyznaczylem takze pi(Z) dla grup fosforanowych,
oddziatujacych z dodatnio natadowang inkluzja. Warto w tym miejscu dodac, ze poniewaz
ugrupowaniom fosforanowym odpowiadaja wyrazne piki w mierzalnych profilach gestosci
elektronowej stanowig one zwykle punkt odniesienia dla pomiaru grubos$ci bton.

Do opisu rozktadu wody wokot inkluzji wyznaczytem p;(Z) dla atoméw tlenu.

Analizujac zmiany gestosci wody (Rys.4.4B) mozemy zauwazyC, ze w przypadku
inkluzji umieszczonej w btonie DEPC (gdzie AD = -0.8 nm) maksimum zmian ggstosci
wody jest znacznie wigksze niz w przypadku, gdy inkluzje umieszczono w btonie DOPC
(AD =0 nm). To wskazuje na wigksza liczbg czasteczek wody wnikajacych do btony,
w ktorej wystegpuje niedopasowanie hydrofobowe. Wobec tego mozemy stwierdzié, ze ta
btona jest bardziej zaburzona niz w przypadku, gdy AD =0 nm. Ten wynik jest zgodny
z rezultatem przedstawionym na Rys. 4.3B, ktory wskazuje, ze oddzialywania elektrostaty-
czne z udzialem wody przeciwdziataja przeniesieniu inkluzji do btony DEPC, czyli tworzeniu
niedopasowania hydrofobowego.

Z kolei, analizujac réznicowe profile gestosci dla grup fosforanowych (Rys. 4.4C), ob-
serwujemy znacznie wigksze zmiany gestosci w zakresie 1.0-2.2 nm w przypadku blony
DEPC, w poréwnaniu do blony DOPC. To wskazuje na znacznie wigkszy wzrost liczby kon-
taktéw migdzy inkluzja a grupami fosforanowymi w btonie DEPC, w przeciwienistwie do
btony DOPC. Uzyskany przeze mnie rezultat jest zgodny z wynikami dekompozycji energii

swobodnej przedstawionymi na Rys. 4.3B, ktore wskazuja, ze przeniesieniu inkluzji do blony
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Rys. 4.4: Wyznaczone zmiany gestosci wybranych atoméw spowodowane obecnoscia inkluzji w blonie. (A) Schemat ilustrujacy lokalny obszar uktadu wokét
inkluzji (Rp = 2.0 nm), w ktérym zostata obliczona ggstos¢. (B) Réznicowy profil gestosci wody wzdtuz osi prostopadtej do powierzchni btony, Ap,
obliczony jako réznica profili gestosci wody w sasiedztwie inkluzji oraz dla btony niezaburzonej (DEPC - linia niebieska, DOPC — linia btekitna). (C)
Réznicowy profil gestosci fosforanéw wzdtuz osi prostopadtej do powierzchni btony, Ap, obliczony jako réznica profili ggstosci fosforanéw w sasiedztwie
inkluzji oraz dla btony niezaburzonej. Osobno pokazany jest dla inkluzji umieszczonej w btonie DEPC (czerwony) oraz btonie DOPC (pomaraniczowy).
Srednie odlegtosci pomiedzy grupami fosforanowymi a srodkiem dwuwarstwy, ktére umownie odpowiadaja potowie grubosci btony w niezaburzonych
btonach (D,y, ), zostaty oznaczone poziomymi liniami przerywanymi.

DEPC (tworzeniu ujemnego AD) sprzyjaja przede wszystkim oddziatywania elektrostaty-
czne inkluzja-btona.

4.2.3 Podsumowanie

W tym podrozdziale przedstawilem wyniki badan dotyczacych termodynamicznego
kosztu tworzenia ujemnego niedopasowania hydrofobowego w obrebie bton fosfolipidowych.
Wykorzystatem procedur¢ oparta na podejsciu alchemicznym, ktére pozwala na stosunkowo
tatwa i precyzyjna dekompozycje energetyki procesu na sktadowe wynikajace z oddziatywan
dyspersyjnych i elektrostatycznych pomigdzy wybranymi elementami uktadu.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze tworzenie ujemnego niedopasowa-
nia hydrofobowego jest procesem termodynamicznie niekorzystnym. Jest to gtdwnie

wynikiem zwigkszenia niekorzystnych kontaktéw pomiedzy lokalnym otoczeniem inkluzji
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a czasteczkami wody. Przeciwnie, powstawaniu ujemnego niedopasowania hydrofobowego
sprzyjaja oddziatywania miedzy inkluzja, a btona, co prowadzi do zwigkszenia kontaktéw
pomiedzy grupami fosforanowymi lipidéw a inkluzja o dodatnim tadunku.

Wyznaczone przeze mnie réznicowe profile gestosci umozliwiaja wizualizacj¢ zmian
w liczbie kontaktéw migdzy inkluzja a woda badZ lipidami w badanym procesie. Stanowia
one uzupelnienie wynikoéw uzyskanych przy pomocy podejscia alchemicznego, ktéra ukazuje
molekularne sity napgdowe badanego procesu. Z tego powodu réznicowe profile gestosci

beda wykorzystane takze w dalszych badaniach.

4.3 Wplyw niedopasowania hydrofobowego na dimeryzacje inkluzji bfonowych
4.3.1 Ujemne niedopasowanie hydrofobowe

Jak wspomnialem we wprowadzeniu, jedna z mozliwych odpowiedzi uktadu na ujemne
niedopasowanie hydrofobowe jest samoasocjacja inkluzji. Celem badan w tej czgsci pracy
bylo ustalenie uniwersalnego mechanizmu tego procesu, obejmujacego rolg czasteczek
lipidéw oraz wody w stabilizacji powstajacych dimeréow.

W zwiazku z tym przeprowadzitem seri¢ symulacji, ktére mialy na celu oceng stabil-
nosci dimeréw w zaleznosci od wartosci AD. Skonstruowatem kilka systeméw, r6zniacych
si¢ dtugoscia inkluzji (a wigc rowniez AD). Inkluzje zostaty osadzone w uporzadkowane;j
btonie DMPC/CHL. Do wyznaczenia zmian entalpii swobodnej towarzyszacych schodzeniu
si¢ inkluzji ze soba wykorzystalem metod¢ umbrella sampling (patrz: podrozdziat 3.7.1),
gdzie jako wspodtrzedna reakcji wybralem XY-odlegto$¢ migdzy Srodkami mas asocjujacych
inkluzji (tj. odlegto$¢ migedzy ich centrami masy zrzutowana na plaszczyzne réwnolegla
do powierzchni btony). Na Rys.4.5 przedstawitem profile energii swobodnej dla procesu
dimeryzacji inkluzji w uporzadkowanej btonie (DMPC/CHL) dla dwéch réznych wartosci
ujemnego niedopasowania hydrofobowego oraz przy braku niedopasowania.

Z Rys. 4.5 wida¢, ze dla AD = 0.0 nm w odlegtosci 0.95 nm pojawia si¢ ptytkie mi-
nimum energetyczne (—1.8 kcal/mol) odpowiadajace stanowi dimerycznemu. Przyjmujac, ze
stan dimeryczny odpowiada zakresowi odlegtosci do 1.0 nm, na podstawie profilu wyzna-
czylem standardowa entalpi¢ swobodna dimeryzacji, ktéra wynosi 0.2 kcal/mol. Rys. 4.5
pokazuje takze, ze dla AD = 0.0 nm w odlegtosci wigkszej niz 1.7 nm krzywa energii swo-
bodnej wyplaszcza si¢. Poniewaz pochodna energii swobodnej rowna jest Sredniej sile dzia-
tajacej wzdhuz wspoétrzgdnej reakcji, mozna wnioskowaé, ze dla AD =0 nm przy wigkszych
odlegloSciach pomigdzy inkluzjami nie dzialaja sity sprzyjajace dimeryzacji.

Sytuacja znaczaco rézni si¢ w przypadku ujemnego niedopasowania hydrofobowego.
Rzeczywiscie, jak widaé z Rys. 4.5, dla AD =-0.4 nm i AD =-0.6 nm wystgpuja glgbokie
minima odpowiadajace stanowi dimerycznemu (odpowiednio —6.3 kcal/mol i —7.6 kcal/mol).
Taki ksztalt profili przektada si¢ na standardowe entalpie swobodne dimeryzacji wynoszace

odpowiednio —4.4 kcal/mol i —5.8 kcal/mol. Wartosci te jednoznacznie wskazuja, ze
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Rys. 4.5: Profile energii swobodnej dla procesu dimeryzacji inkluzji w btonie uporzadkowanej (DMPC/CHL) w przypadku zerowego badZ ujemnego
niedopasowania hydrofobowego. Czerwona, przerywana linia zaznaczono odlegto$¢ pomigdzy inkluzjami, przy ktérej dla najwigkszego niedopasowania
(AD =-0.6 nm) pojawia si¢ niezerowa sita napgdowa do dimeryzacji. Dla tej samej odlegto$ci w przypadku mniejszego niedopasowania nie wystepuja sity
prowadzace do dimeryzacji. Obszar, ktdry jest zaznaczony na szaro, odpowiada zakresowi wspétrzednej reakcji, w ktérym uktad znajduje si¢ w stanie

dimerycznym.

obecno$¢ ujemnego niedopasowania hydrofobowego sprzyja tworzeniu stabilnych dimeréw
inkluzji btfonowych.

Co bardzo istotne, w przeciwienstwie do przypadku AD = 0, mozna zauwazy¢, ze
krzywe opisujace dimeryzacj¢ inkluzji o ujemnym AD sa nachylone w szerokim zakresie
odleglosci, a ich ksztalty wyptaszczaja si¢ dopiero przy odlegtosciach wynoszacych 3.0 oraz
4.5 nm, odpowiednio dla AD =-0.4 kcal/mol i AD =-0.6 kcal/mol. To nachylenie krzywych
wskazuje na obecno$¢ dalekozasiggowych sit napedzajacych dimeryzacje inkluzji, ktérych
zasigg jest tym wigkszy, im bardziej ujemne jest AD.

Skupitem si¢ dalej na wyjasnieniu przyczyn pojawiania si¢ tych dalekozasiggowych sit
w uktadach, w ktérych AD =-0.4 nm oraz AD =-0.6 nm. W tym celu wyznaczytem mapy
lokalnej grubosci btony dla obu uktadéw przy odleglosci migdzy inkluzjami wynoszace;j
3.7 nm, zgodnie z Rys.4.5 (stan zdysocjowany). Kolory na mapie reprezentuja réznice
migdzy lokalna gruboscia D a Srednig gruboscia btony niezaburzonej, oznaczong jako Dyyg.
Na uzyskanych mapach zaznaczytem obszar lokalnego Scienienia btony, przyjmujac arbitral-

nie warto$¢ graniczng Dijpi¢ = Dayg—0.3 nm.
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Rdznica w relacji do
AD = -0.4 nm sredniej grubosci btony [nm]
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Rys. 4.6: Réznicowe mapy grubosci blony DMPC/CHL zawierajacej inkluzje przy AD =-0.6i—0.4 nm, gdy odlegtos¢ migdzy inkluzjami wynosi 3.7 nm

(stan zdysocjowany). Skala kolorystyczna opisuje réznice migdzy gruboscia lokalna (D) a Srednig gruboscia btony niezaburzonej (Dayg). Linia przerywana
zaznaczono obszary lokalnego Scienienia btony.

Jak widac¢ na Rys. 4.6, dla AD =—0.6 nm obszary $cienienia blony w otoczeniu inkluzji
sa znacznie wigksze, co prowadzi do ich naktadania. To sprawia, ze juz przy duzych odlegto-
Sciach zblizanie si¢ inkluzji w tym uktadzie wiaze si¢ ze zmniejszaniem si¢ wypadkowego
obszaru zaburzenia. W rezultacie pojawia si¢ dalekozasiggowa sita pomigdzy inkluzjami,
ktéra nie wynika z ich bezpoSredniego przyciagania si¢, lecz jest mediowana przez czasteczki
lipidéw i wody. Ten efekt mozna réwniez wyjasni¢ za pomoca teorii napigcia liniowego,
wedtug ktoérej uktad dazy do minimalizacji obwodu obszaru zaburzonego w btonie.

W poréwnaniu do tego, gdy AD = -0.4 nm, obszary zaburzenia btony sa znacznie
mniejsze i nie nachodza na siebie przy duzych odlegtosciach, co wyjasnia brak dalekoza-
siggowych sil prowadzacych do dimeryzacji inkluzji w odlegtoSci migdzy inkluzjami
wynoszacej 3.7 nm.

Uzyskane przeze mnie mapy grubosci btony (Rys. 4.6) pozwalaja na wyjasnienie istot-
nych réznic w ksztattach profili energii swobodnych w kontekScie ujemnego niedopasowa-
nia hydrofobowego (Rys.4.5). Wyraznie widac, ze dla AD =-0.6 nm obszary zaburzenia
sa znacznie wigksze niz dla AD = -0.4 nm. Ta réznica wptywa na zwigkszong stabilno$¢
dimeréw inkluzji, co potwierdzaja zaré6wno wigksza gleboko$¢ minimum jak i wartosci stan-
dardowej energii swobodnej dimeryzacji. Warto rowniez zauwazy¢, ze sily stabilizujace
inkluzje, ktére sa mediowane przez lipidy i wode, wykazuja znacznie wigkszy zasigg dla
AD =-0.6 nm w poréwnaniu do AD =-0.4 nm, co ilustrujg nachylenia krzywych na Rys. 4.5.
Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzaja, ze wielko$¢ ujemnego niedopasowania hydro-

fobowego istotnie wptywa na stabilno$¢ dimeréw inkluzji w btonie lipidowe;.

4.3.2 Dodatnie niedopasowanie hydrofobowe

W analogiczny spos6b przeprowadzitem analiz¢ stabilnosci dimeréw w przypadku

AD > 0. W tym celu wyznaczylem profile energii swobodnej opisujace proces dimeryza-
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cji inkluzji (dla ktérych AD byta réwna 0.9 oraz 1.4 nm) w uktadzie z blona DMPC/CHL.
Obliczenia te zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem takiej samej wspolrzednej reakcji,
co poprzednio. Uzyskane profile zostalty poréwnane na Rys. 4.7 z przypadkiem zerowego

niedopasowania hydrofobowego.

AD [nm]
6 — 0.0
— 0.9 --=-=- 0.9, pionowa orientacja
4 — 1.4 ---- 1.4, pionowa orientacja

Energia swobodna [kcal/mol]

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

XY-odlegtos¢ miedzy inkluzjami [nm]

Rys. 4.7: Profile energii swobodnej dla procesu dimeryzacji inkluzji w btonie uporzadkowanej (DMPC/CHL) w przypadku zerowego badz dodatniego
niedopasowania hydrofobowego. Linie przerywane odpowiadaja analogicznym profilom, w sytuacji gdy inkluzje utrzymywane sa w orientacji prostopadiej do
powierzchni blony. Zaznaczony na szaro zakres wspétrzednej reakcji odpowiada stanowi dimerycznemu.

Na Rys.4.7 mozemy zaobserwowaé, ze dla AD = 0.9 nm gigboko§¢ minimum
odpowiadajacego stanowi dimerycznemu wynosi —0.4 kcal/mol, podczas gdy dla AD =
1.4 nm glebokos$¢ ta wynosi —1.0 kcal/mol. Wyznaczone standardowe entalpie swobodne
dimeryzacji wyniosty odpowiednio 1.4 kcal/mol oraz —0.4 kcal/mol. W zwiazku z tym,
w przypadku dodatniego AD inkluzje wykazuja duzo mniejsza tendencj¢ do dimeryzacji
niz miato to miejsce w przypadku ujemnego AD. Ponadto, nachylenia krzywych wskazuja
na wystepowanie dalekozasiggowych sit przeciwdziatajacych dimeryzacji.

Jak wspomniatem we wprowadzeniu, jedng z mozliwych odpowiedzi uktadu na do-
datnie niedopasowanie hydrofobowe jest przechylanie si¢ inkluzji. Stad tez zamierzatem
sprawdzié, w jakim stopniu przechylanie si¢ inkluzji wptywa na stabilno$¢ dimeréw. W pier-
wszym kroku wyznaczylem profil gestosci prawdopodobienistwa pojawienia si¢ inkluzji
w zadanym nachyleniu wzglgdem osi prostopadtej do powierzchni btony. Na Rys. 4.8 widz-
imy, ze w przypadku AD = 1.4 nm profil przybiera szeroki ksztatt. Dodatkowo, obserwu-
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Rys. 4.8: Rozktad kata przechylenia inkluzji w blonie DMPC/CHL (kat o) dla AD = 1.4 nm w przypadku swobodnym oraz po przylozeniu dodatkowego
potencjatu usztywniajacego orientacje inkluzji.

jemy, ze inkluzja ma zdolnos$¢ do przechylania si¢ o kat okoto 18°. Wynika stad, ze inkluzje,
w obliczu dodatniego AD, sktonne sa do zmiany orientacji poprzez przechylanie. Ten proces
umozliwia inkluzjom dostosowywanie swojej efektywnej dlugosci hydrofobowej (rozumia-
nej jako dtugos¢ inkluzji rzutowana na oS prostopadia do powierzchni blony). Dziatanie to
minimalizuje ich ekspozycj¢ na rozpuszczalnik i zapobiega lokalnemu zwigkszeniu grubosci
btony.

Nastepnie zadalem sobie pytanie, czy wzajemne powinowactwo inkluzji o dodatnim
niedopasowaniu zalezy od ich orientacji. W celu odpowiedzi na to pytanie, przeprowadzi-
tem dodatkowe symulacje, w ktérych, przy pomocy zewngtrznego potencjatu, utrzymywatem
inkluzje w orientacji prostopadtej do powierzchni btony (pionowej). Jak to wynika z rozktadu
kata przechylenia na Rys. 4.8, taki zabieg rzeczywiscie pozwolit na ograniczenie swobody
orientacyjnej inkluzji w prowadzonych przeze mnie symulacjach.

Profile energii swobodnej, przedstawione na Rys. 4.7, ukazuja, ze dla inkluzji o usz-
tywnionej orientacji pionowej, przy AD = 0.9 nm, minimum jest gigbsze o 1.8 kcal/mol.
Ponadto, standardowa entalpia swobodna dimeryzacji dla takich inkluz;ji jest o 1.8 kcal/mol
bardziej korzystna niz dla inkluzji naturalnie przechylonych. Analogicznie, gdy AD =

1.4 nm, minimum byto glgbsze 0 2.9 kcal/mol, a standardowa entalpia swobodna dimeryzacji
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o 1.5 kcal/mol korzystniejsza. Uzyskane wyniki potwierdzaja zatem, ze orientacja inkluzji
ma znaczacy wplyw na tendencj¢ do asocjacji.

Przeprowadzone przeze mnie symulacje wykazaty zatem, ze asocjacja inkluzji w przy-
padku, gdy AD > 0, jest preferowana wéwczas, gdy inne rodzaje odpowiedzi na niedopa-
sowanie, takie jak przechylanie, sg trudne do zrealizowania. Wyniki te moga tlumaczy¢
dlaczego wigksze bialka transblonowe, nie mogace ulegac przechyleniu (np. rodopsyna),
wykazuja znaczng sktonnos¢ do dimeryzacji pod wptywem dodatniego niedopasowania hy-
drofobowego.

4.3.3 Uporzadkowanie lipidéw a dimeryzacja inkluzji wywolana niedopasowaniem hydrofobowym

Zadatem nastgpnie pytanie, w jakim stopniu uporzadkowanie lipidow wplywa na
dimeryzacj¢ inkluzji wywotana niedopasowaniem hydrofobowym. W tym celu wyzna-
czylem profile energii swobodnej opisujace dimeryzacje inkluzji o czterech réznych dtu-
goSciach, osadzonych w blonie DOPC (reprezentujacej domeng nieuporzadkowana, Lp).
Uzyskane przeze mnie wyniki poréwnalem z analogicznymi rezultatami uzyskanymi dla
btony DMPC/CHL (reprezentujacej domene uporzadkowana, Lq).

Energia swobodna [kcal/mol]

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
XY-odlegtos¢ miedzy inkluzjami [nm]

Rys. 4.9: Profile energii swobodnej dla dimeryzacji inkluzji w btonie nieuporzadkowanej (DOPC) dla przypadku zerowego, ujemnego oraz dodatniego
niedopasowania hydrofobowego. Zaznaczony na szaro jest zakres wspétrzednej reakcji odpowiadajacy stanowi dimerycznemu.
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Z Rys.4.9 widaé, ze w przypadku zerowego AD minimum ma wigksza glebokosé
w btonie DOPC (-2.4 kcal/mol) w poréwnaniu do DMPC/CHL (—1.8 kcal/mol). To przektada
si¢ na standardowa entalpi¢ swobodna dimeryzacji o wartosci —0.4 kcal/mol w przypadku
btony DOPC, w poréwnaniu do btony DMPC/CHL, dla ktérej standardowa entalpia swo-
bodna dimeryzacji wynosi 0.2 kcal/mol. Podobnie jak w przypadku uporzadkowanej btony,
wydluzenie inkluzji nie przyczynia si¢ do zwigkszenia stabilnosci dimeréw, co jest odzwier-
ciedlone w wyraZnie mniejszej glgbokosci miniméw.

Co bardzo interesujace, porownujac inkluzje w blonach DMPC/CHL i DOPC, dla
ktorych AD = -0.6 nm, mozna zauwazyC¢, ze w btonie nieuporzadkowanej glgbokosé
minimum oraz standardowa entalpia swobodna dimeryzacji (odpowiednio —5.0 kcal/mol
1 —=3.0 kcal/mol) sa mniejsze niz w blonie uporzadkowanej (odpowiednio —7.6 kcal/mol
i —=5.8 kcal/mol). Uzyskane przeze mnie rezultaty sa zgodne z wynikami doSwiadczalnymi,
w ktérych wykazano, ze wzrost uporzadkowania blony wiaze si¢ z zwigkszong stabilnos-
cig dimeréw [184]. W celu zbadania molekularnego podtoza tych réznic, postanowitem
poréwnaé réznicowe mapy lokalnej grubosci blony w otoczeniu inkluzji w btonie DOPC
oraz DMPC/CHL.

Réznica w relacji do
DMPC/Chl DOPC sredniej grubosci btony [nm]
AD = -0.6 nm AD = -0.6 nm

0.2

0.0

-0.2

-0.4

-0.6

-0.8

Rys. 4.10: Poréwnanie map lokalnej grubosci w uporzadkowanych (DMPC/CHL) i nieuporzadkowanych (DOPC) domenach btonowych przy najwigkszym
ujemnym niedopasowaniu hydrofobowym (AD =-0.6 kcal/mol), gdy XY-odlegtos¢ migdzy nimi wynosi 3.7 nm. Za pomoca skali kolorystycznej
przedstawione sa réznice migdzy lokalng gruboscia btony a Srednia gruboscia btony niezaburzonej (Dayg). Linia przerywana wyznaczono obszary lokalnego
Scienienia grubosci btony.

Na Rys. 4.10 zauwazymy, ze w przypadku obu domen grubo$¢ blony w sasiedztwie
inkluzji jest znacznie zmniejszona. Niemniej jednak, profil energii swobodnej, opisujacy
proces dimeryzacji inkluzji przy najbardziej ujemnym AD w btonie nieuporzadkowane;j
(ukazany na Rys.4.9), przyjmuje plaski przebieg dla XY-odlegtosci wigkszych niz 2.5 nm.
W zwiazku z tym, analiza lokalnej grubosci btony okazuje si¢ niewystarczajaca do pelnego

zrozumienia wptywu uporzadkowania lipidéw na stabilno$¢ dimeréw inkluzji w btonie.
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4.3.4 W jaki sposéb lipidy i woda wplywaja na dimeryzacje inkluzji?

Jak pokazalem w podrozdziale 4.2.2, tworzenie ujemnego niedopasowania hydro-
fobowego prowadzi do zwigkszenia liczby kontaktow migdzy btong a woda w sasiedztwie
inkluzji, co generuje niekorzystny wktad energetyczny pochodzacy od oddziatywan z udzia-
tem wody. Z drugiej strony, tworzenie ujemnego niedopasowania hydrofobowego wptywa
na wzmocnienie oddziatywan elektrostatycznych migdzy inkluzja a grupami fosforanowymi
lipidéw, co przektada si¢ na korzystny wktad do energii swobodnej pochodzacy od oddziaty-
waf inkluzja-btona.

Aby dodatkowo przetestowac te wnioski, przeprowadzitem niezalezne obliczenia ener-
getyki dimeryzacji inkluzji, a nastgpnie zdekomponowatem ja na wkiady wynikajace z od-
dziatywan dyspersyjnych oraz elektrostatycznych. W tym celu postuzytem si¢ podejsciem
alchemicznym (opisanym w podrozdziale 3.6.3). Do obliczen zastosowalem cykl termo-
dynamiczny, ktéry przedstawitem na Rys.3.10. Podobnie jak poprzednio, uwzglednitem
inkluzje o réznych dtugosciach, ktére odpowiadaja przypadkom AD réwnym -0.6, 0.0, 0.4
oraz 0.9 nm. Te badania przeprowadzilem z wykorzystaniem btony DMPC/CHL.

Jak wida¢ z Rys. 4.11A, uzyskana entalpia swobodna dimeryzacji w przypadku AD =
—0.6 nm wynosita —-5.3 kcal/mol, co oznacza, ze inkluzje przy ujemnym niedopasowaniu
hydrofobowym wykazuja tendencj¢ do dimeryzacji. W przypadku zerowego niedopasowa-
nia hydrofobowego tendencja ta jest wyraZnie stabsza, co objawia si¢ entalpia swobodna
dimeryzacji wynoszaca —1.2 kcal/mol. Natomiast w przypadku dodatniego niedopasowania
hydrofobowego uzyskalem wartosci energii swobodnej dimeryzacji wynoszace —0.2 kcal/mol
dla AD = 0.4 nm oraz —0.7 kcal/mol dla AD = 0.9 nm. Wyznaczona przeze mnie linia trendu
wykazuje wyrazny wzrost stabilnosci dimeréw wraz ze zwigkszajacym si¢ ujemnym AD.
Poréwnanie obu przypadkéw dodatniego niedopasowania hydrofobowego wskazuje na nie-
znaczny wzrost stabilnosci dimeréw wraz ze zwigkszaniem sig AD.

Na podstawie dekompozycji AG,y na sktadniki wynikajace z oddziatywan dysper-
syjnych i elektrostatycznych (na Rys.4.11A), mozna zaobserwowacé dwie przeciwne ten-
dencje zalezne od AD. Z jednej strony, wkiad elektrostatyczny wynosi —7.4 kcal/mol
w przypadku AD =-0.6 nm, a zwigksza si¢ do 3.5 kcal/mol, gdy AD = 0.9 nm. Jedno-
czesnie, warto$¢ wktadu dyspersyjnego spada z 2.0 kcal/mol do —4.2 kcal/mol. Mozna z tego
wywnioskowad, ze sity napgdowe dla dimeryzacji przy AD < 0 oraz AD > 0 maja odmienny
charakter.

W kontekscie dodatniego niedopasowania hydrofobowego, proces dimeryzacji inkluzji
jest faworyzowany przez wklad dyspersyjny. Jest to rezultatem zwigkszenia dlugosci hy-
drofobowej inkluzji, co réwnoczesnie prowadzi do wzrostu powierzchni kontaktu inkluzji

w stanie dimerycznym.
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Rys. 4.11: Zmiany energii swobodnej towarzyszace dimeryzacji inkluzji (AGcax ), wraz z dekompozycja na wktad dyspersyjny (AGaysp) i elektrostatyczny
(AGg) (A), a takze dekompozycja ze wzgledu na poszczegdlne komponenty uktadu (i — inkluzja, b — btona, w — woda) (B). Linie ciagle przedstawiaja
trendy zmian AGeak, AGaysp i AGe wraz z wzrostem AD. Strzatki przedstawione po prawej stronie pomagaja okreslic, jakiemu stanowi sprzyjaja
poszczegblne wktady do AG.

Z kolei, w przypadku ujemnego niedopasowania hydrofobowego, za stabilno$¢
dimeréw odpowiada wktad elektrostatyczny, zwiazany w szczegdlnoSci z oddzialywania-

mi czasteczek wody z blona w sasiedztwie inkluzji. Wyznaczone przeze mnie wkiady
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pochodzace od oddziatywan z udziatem lipidéw btonowych (AG;_;, na Rys. 4.11B) wyniosty
odpowiednio —73.4 kcal/mol dla AD = -0.6 nm oraz —66.7 kcal/mol dla AD = 0.0 nm.
Dodatkowo, zaobserwowatem réwniez ujemne wartoSci wkiadéw pochodzacych od od-
dzialywan z udzialem wody (AGi_y), ktére wynosily odpowiednio —270.9 kcal/mol
1 —261.6 kcal/mol. Oznacza to, ze zaréwno wkiad pochodzacy od wody jak i ten od lipidéw
sprzyjaja dimeryzacji, jednak to ten pierwszy jest dominujacy.

Przeciwnie, wartosci AG;_; opisujace oddziatywania migdzy inkluzjami wynosza
odpowiednio 339.8 kcal/mol i 326.7 kcal/mol dla AD =-0.6 nm oraz AD = 0.0 nm, co
wskazuje, ze oddzialywania inkluzja-inkluzja nie sprzyjaja dimeryzacji. Wida¢ zatem, ze
oddziatywania mediowane przez czasteczki rozpuszczalnika 1 lipidéw kompensuja silne ele-
ktrostatyczne odpychanie pomigdzy inkluzjami.

W kolejnym etapie analizy skoncentrowatem si¢ na zrozumieniu, dlaczego wkiady
AG;_y, oraz AG;_y, sprzyjaja dimeryzacji inkluzji. W tym celu przeanalizowalem zmiany
profili gestosci czasteczek wody i1 grup fosforanowych w sasiedztwie inkluzji pod wpltywem

ich dimeryzacji.
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Rys. 4.12: Réznicowy profil gestosci wody wzdtuz osi prostopadiej do powierzchni bfony, Ap, obliczony jako réznica profili gestosci wody w sasiedztwie
inkluzji i w btonie niezaburzonej, gdy AD =-0.6 nm. Osobno pokazany jest stany zdysocjowany i stan dimeryczny.

Do zbadania molekularnego podioza wktadu AG;_y, sprzyjajacego dimeryzacji (dla
AD < 0) wykorzystalem analiz¢ réznicowych profili gestosci dla AD =—-0.6 nm, zaprezen-

towang na Rys.4.12. Dzigki tym profilom zaobserwowalem zwigkszenie liczby czasteczek
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Tabela 2 Wyznaczone zmiany liczby nadmiarowych czasteczek wody w odpowiedzi na dimeryzacje¢ inkluzji dla réznych wartoSci niedopasowania
hydrofobowego.

AD[nm] | AH2Omonomer [-]  AH2Ogimer [-]  AH0[-]
-0.6 388+5 297+5 91+7
0.0 209+2 177+5 -33+5
0.4 48+2 59+4 11+4
0.9 -18+5 -10+2 7+5

wody w kontakcie z blong w otoczeniu inkluzji, co stanowi — jak wczeSniej dyskutowatem
— gléwny koszt energetyczny towarzyszacy tworzeniu ujemnego niedopasowania hydro-
fobowego. Zauwazylem réwniez, ze w otoczeniu dimeru mamy do czynienia z nawet nieco
wigksza gestoscia wody. Jednak ze wzgledu na mniejszy obszar blony zaburzany przez
dimer w stosunku do sumarycznego obszaru zaburzanego przez dwa monomery, mozna
si¢ spodziewac, ze liczba nadmiarowych czasteczek wody bedacych w kontakcie z blong
jest mniejsza w stanie dimerycznym. By te przewidywania zweryfikowac iloSciowo, wy-
znaczylem zmiang liczby nadmiarowych czasteczek wody (AH,O) w kontakcie z btona to-

warzyszaca procesowi dimeryzacji, zgodnie ze wzorem4.1:

AH;0 = AHOgimer — AH2Omonomer, 4.1)

gdzie AH5Ogimer 1 AH2Omonomer 0zZnaczaja liczbg nadmiarowych czasteczek wody wzgle-
dem btony niezaburzonej (bez inkluzji), odpowiednio w przypadku dimeru oraz monomerow.

Wyniki przedstawione w Tabeli 2 ukazuja, ze w przypadku ujemnego niedopasowa-
nia hydrofobowego (AD = —-0.6 nm) proces dimeryzacji prowadzi do zmniejszenia liczby
nadmiarowych czasteczek wody w kontakcie z btong o 91 &=7. Wynik ten jest zgodny
z wczesniejszymi wnioskami (z podrozdziatu4.2.2), ktére wskazywatly, ze btony zaburzo-
ne obecnoscig inkluzji daza do osiagnigcia stanu, w ktérym minimalizowany jest nieko-
rzystny kontakt migdzy woda a blona. Przeprowadzona analiza wykazuje, ze dimeryzacja
inkluzji przy ujemnym AD przynosi korzySci energetyczne poprzez zmniejszenie liczby nad-
miarowych czasteczek wody, co jest zgodne z ujemna wartoscia AG;_, przedstawiong na
Rys.4.11B.

W przypadku, gdy AD przyjmuje warto$¢ zero, rowniez zaobserwowalem redukcje
liczby nadmiarowych czasteczek wody (AH,O =-33 £ 5), jednak jest ona znacznie mniejsza
niz w sytuacji, gdy AD =—0.6 nm (AH,O =-9147). To z kolei thumaczy mniejszg stabilnos$¢
dimeréw oraz mniejszy wktad AG;j_, w poréwnaniu do przypadku ujemnego AD.

Natomiast dla sytuacji dodatniego niedopasowania hydrofobowego (AD réwnego 0.4
oraz 0.9 nm), obserwujemy odmienng tendencj¢: niewielki wzrost liczby nadmiarowych
czasteczek wody (odpowiednio o 11 £4 1 7=£35 czasteczek). Uzyskany wynik potwierdza
wczeSniejsze wnioski (Rys. 4.11A), wskazujace, ze dimeryzacji inkluzji przy dodatnim AD
nie sprzyja wktad elektrostatyczny, co potwierdza brak istotnego spadku liczby kontaktéw

migdzy woda a btong w sasiedztwie inkluzji.
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Tabela 3 Zmiany liczby nadmiarowych czasteczek wody w odpowiedzi na dimeryzacje inkluzji przy AD = 1.4 nm przy dwéch réznych orientacjach
inkluzji: przechylonej i pionowe;j.
orientacja ‘ AHOmonomer [-]  AH2Odimer [-]  AH0[-]
przechylona -188£21 -83+1 106 +21
pionowa -192£8 -116£3 76 £8

Zadatem sobie réwniez pytanie, czy zwigkszona stabilno$¢ dimeréw przy AD > 0,
wynikajaca z utrzymania pionowej orientacji inkluzji, jest rezultatem zmniejszenia nieko-
rzystnych kontaktéw wody z btona. W tym celu obliczytem AH,O dla inkluzji o AD =
1.4 nm, zaré6wno w przypadku, gdy inkluzja miata orientacj¢ przechylona, jak i gdy utrzy-
mano jej orientacj¢ pionowa.

Analizujac wyniki przedstawione w Tabeli 3, mozna zauwazy¢, ze w przypadku, gdy
inkluzja byta przechylona, proces dimeryzacji skutkowal zwigkszeniem liczby nadmiaro-
wych czasteczek wody o 105+21. Natomiast, gdy utrzymywano pionowa orientacje inkluz;ji,
proces dimeryzacji prowadzil do wzrostu liczby nadmiarowych czasteczek wody o 76 £ 8.
Whnioskujemy z tego, ze utrzymanie pionowej orientacji inkluzji prowadzi do zmniejszenia
AH»0, a wigc dodatkowo wptywajac na stabilno$¢ dimeréw (co koresponduje z wynikami
zaprezentowanymi na Rys. 4.7).
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Rys. 4.13: Réznicowe profile gestosci grup fosforanowych dla dimeryzacji inkluzji w btonie DMPC/CHL, przy (A) AD =-0.6 nm oraz (B) AD = 0.9 nm.

Na Rys. 4.13 przedstawitem réznicowe profile gestosci grup fosforanowych dla AD =
—0.6 nm (A) oraz AD = 0.9 nm (B).

W przypadku gdy AD = -0.6 nm, zauwazalne jest przesunigcie polozenia sasied-
nich fosforanéw w kierunku nizszych odleglosci od Srodka btony w obecnosci inkluzji.
Mozemy wnioskowac, ze towarzyszy temu wzmocnienie korzystnych oddziatywan inkluzja-
fosforan, co pokazatem w sekcji4.2.2. Ponadto, mozemy zauwazy¢, ze w przypadku stanu
dimerycznego rearanzacja fosforandéw jest nieznacznie wigksza, co potencjalnie ttumaczy
relatywnie niewielki korzystny wktad oddzialywan inkluzja-btona (AG;_p) do energii swo-

bodnej dimeryzacji.
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W sytuacji, gdy AD = 0.9 nm, nie zaobserwowatem istotnych zmian w rozktadzie
fosforanéw w otoczeniu inkluzji, zaréwno w stanie monomerycznym jak i dimerycznym
(Rys. 4.13B). Sugeruje to, ze umieszczenie inkluzji przy AD > 0 nie prowadzi do rearanzacji
fosforanéw, ktéra mogtaby sprzyjaé ich asocjacji. To pozwala wyjasnié, dlaczego oddziaty-
wania elektrostatyczne inkluzja-btona nie sprzyjaja dimeryzacji inkluzji przy A > 0.

Podsumowujac, analiza réznicowych gestosci wody 1 fosforanéw w przypadku ujem-
nego niedopasowania hydrofobowego uwydatnia wplyw oddziatywan elektrostatycznych
inkluzja-woda oraz inkluzja-btona na stabilno$¢ dimeréw. Natomiast w przypadku dodat-
niego niedopasowania hydrofobowego gtéwnym czynnikiem wplywajacym na stabilno$¢
dimeréw sa oddziatywania dyspersyjne inkluzja-inkluzja.

Nastgpnie, aby wyjasni¢ na poziomie molekularnym, w jaki sposéb upakowanie
lipidow wptywa na dimeryzacje¢ inkluzji w wyniku ujemnego niedopasowania hydro-
fobowego, profile Apyoga Obliczytem takze dla przypadku dimeryzacji w btonie DOPC,
dla ktérej AD =—-0.6 nm. Wyniki te poréwnatem z analogicznymi wynikami, uzyskanymi
wczesniej dla blony DMPC/CHL (taka sama warto$¢ AD).
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Rys. 4.14: Réznicowe profile gestosci wody i grup fosforanowych dla dimeryzacji inkluzji w btonach DMPC/CHL i DOPC, przy AD =-0.6 nm. Ponadto, dla
Apwoda podana jest takze zmiana liczby nadmiarowych czasteczek wody (AH,0), wyznaczona wedtug wzoru4.1.

Jak widac z profili Apyoda na Rys. 4.14, monomeryczne inkluzje wywotuja mniejsze
zaburzenie lipidéw w btonie nieuporzadkowanej niz w uporzadkowanej. Wskazuja na to
réznice w wysokoSciach bigkitnych pikéw pomigdzy dwoma typami bton. Natomiast dla

stanu dimerycznego (oznaczonego kolorem niebieskim), wielkosci pikow sa zblizone, co
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wskazuje na podobne zaburzenie lipidow w obu btonach. Ponadto, wyznaczona zmiana
liczby nadmiarowych czasteczek wody w procesie dimeryzacji (AH,O) w btonie DOPC
wyniosta —38 == 7. Oznacza to, ze dimeryzacji inkluzji w blonie nieuporzadkowanej to-
warzyszy uwolnienie mniejszej liczby czasteczek wody w poréwnaniu do btony uporzad-
kowanej (dla ktérej uzyskatem poprzednio wartos¢ AH,O =-91+7).

Analizujac wielkosci dodatnich pikéw na profilach Apgosforan dla obu bton (Rys. 4.14),
mozna zaobserwowac, ze dimeryzacji inkluzji w blonie nieuporzadkowanej towarzyszy
mniejszy wzrost kontaktow inkluzja-fosforan w poréwnaniu do btony uporzadkowane;.

Podsumowujac, ustalitem ze kluczowym czynnikiem napedzajacym dimeryzacj¢ przy
ujemnym AD jest wktad AG;_, wynikajacy z minimalizacji niekorzystnych oddziatywan
pomiedzy woda a lipidami w sasiedztwie inkluzji. Rzeczywiscie, catkowanie profili Ap
wykazalo, ze w procesie dimeryzacji inkluzji nastgpuje zmniejszenie liczby nadmiarowych
czasteczek wody w kontakcie z blong. Wyznaczone energie swobodng dimeryzacji pozwolity
z kolei ustalié, ze dimery w blonie uporzadkowanej charakteryzuja si¢ wigksza stabilnoscia
w poréwnaniu do blony nieuporzadkowanej. Wynika to z faktu, ze dimeryzacja inkluzji
w btonie uporzadkowanej wiaze si¢ z wigkszym spadkiem liczby nadmiarowych czasteczek
wody.

4.3.5 W jaki sposob tadunek inkluzji wptywa na ich dimeryzacje?

Dotychczasowe wyniki uzyskane przeze mnie potwierdzaja istotny wptyw oddzia-
tywan elektrostatycznych, w szczegdlnosci tych z udziatem czasteczek rozpuszczalnika
w sasiedztwie inkluzji, na proces dimeryzacji. W zwiazku z tym postawitlem dalej py-
tanie, w jakim stopniu stabilno$¢ dimeréw zalezy od wielkoSci i znaku tadunku inkluz;ji.
Odpowiada to np. zmianie liczby reszt zasadowych i/lub kwasnych w sekwencji peptydu
transbtonowego.

Aby odpowiedzie¢ na to pytanie, wyznaczylem profile energii swobodnej opisujace
dimeryzacj¢ inkluzji o tadunkach netto réwnych: 0, +2, +3 i +4e~, w obecnosci ujemnego
niedopasowania hydrofobowego (AD =-0.6 kcal/mol). W celu utrzymania inkluzji o neutral-
nym tadunku (Oe™) w orientacji prostopadtej do powierzchni btony, zastosowatem dodatkowy
potencjal usztywniajacy (opisany w podrozdziale 3.7.1). Obliczenia te zostaty przeprowadzo-
ne dla uktadu zawierajacego blong DMPC/CHL.

Analiza profili energii swobodnej przedstawionych na Rys.4.15 jednoznacznie
wskazuje na zmniejszenie glebokosci minimum odpowiadajacego stanowi dimerycznemu
(XY-odlegtos¢ < 1.0 nm) wraz z zmniejszaniem si¢ fadunku inkluzji. Wynika z tego jedno-
znacznie, ze pomimo wzrostu odpychania elektrostatycznego pomigdzy inkluzjami, zwig-
kszajacy si¢ tadunek sprzyja stabilnosci dimeréw. Ponadto, zauwazalne jest, ze krzywe
opisujace proces dimeryzacji inkluzji o sumarycznym tadunku +3e™ i +4e~ wykazuja nieze-
rowe nachylenie w szerokim zakresie wspoétrzednej reakcji 1 wyptaszczaja si¢ dopiero dla

odlegtosci wigkszych niz 4.5 nm. Dla tadunku 2e™ nachylenie profilu jest wyraznie mniejsze,
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Energia swobodna [kcal/mol]
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Rys. 4.15: Zalezno$¢ profili energii swobodnej dla dimeryzacji inkluzji w btonie DMPC/CHL od ich catkowitego tadunku (AD = —0.6 nm). Zaznaczony na
szaro zakres wspotrzednej reakcji odpowiada stanowi dimerycznemu inkluzji.

a w przypadku Oe™ krzywa nie wykazuje zadnego istotnego nachylenia w calym badanym
zakresie. Wskazuje to na brak dalekozasiggowych sit prowadzacych do dimeryzacji neutral-
nych inkluzji. Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze catkowity tadunek inkluzji wptywa
na stopien zaburzenia lipidéw w otoczeniu inkluzji, co z kolei przektada si¢ na zmiang liczby
niekorzystnych kontaktéw wody z blona w otoczeniu inkluzji. W celu zweryfikowania tych
przewidywan, przeprowadzitem analiz¢ lokalnej grubosci blony wokoét inkluzji dla kazdego
z powyzszych przypadkow.

Zaprezentowane na Rys. 4.16 mapy lokalnej grubosci btony ukazuja, ze inkluzje
o tadunku +3 i +4 powoduja utworzenie najwigkszych obszaréw Scienienia btony. Dla
tadunku q = 2e™ obserwujemy spadek stopnia zaburzenia btony. W przypadku inkluzji o neu-
tralnym tadunku elektrycznym nie obserwujemy istotnych zmian w lokalnej grubosci btony.
Zauwazamy zatem, ze zwigkszajace si¢ natadowanie inkluzji prowadzi do wigkszego stopnia
zaburzenia btony. Szczegdlnie warto podkresli¢, ze dla q = Oe™ stopien zaburzenia btony jest
znikomy, co wyjasnia brak sit dalekozasiggowych prowadzacych do asocjacji inkluzji.

Zgodnie z wcze$niejszymi wynikami, dimery inkluzji sa tym bardziej stabilne, im

wigkszy jest spadek liczby kontaktéw miedzy czasteczkami wody a blona na skutek
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Rys. 4.16: Zaleznos¢ lokalnej grubosci blony DMPC/CHL wokét inkluzji (AD =-0.6 nm) od sumarycznego tadunku inkluzji, przy XY-odlegtosci
wynoszacej 3.7 nm. Skala koloréw reprezentuje réznice pomig¢dzy lokalng gruboscia btony a jej Srednia gruboscia w stanie niezaburzonym.

Tabela 4 Wyznaczone zmiany liczby nadmiarowych czasteczek wody w odpowiedzi na dimeryzacje inkluzji, gdy AD =-0.6 nm, w zaleznosci od jej
natadowania.

qle™] | AH2Omonomer [-]  AH2Odimer [-]  AH20[-]
+4 388+5 29745 -91+7
+3 31148 248 +2 —63+8
+2 22647 194+6 -3249
0 2+5 -4+4 -6+7

dimeryzacji. W zwigzku z powyzszymi obserwacjami zadalem pytanie, jak zmienia si¢
liczba nadmiarowych czasteczek wody (AH,O) w procesie dimeryzacji inkluzji w za-
leznosSci od ich natadowania. Wyniki przedstawione w Tabeli4 pokazuja, ze dimeryzacji
inkluzji o natadowaniu q = +3e~ towarzyszy spadek liczby nadmiarowych czasteczek wody
0 63 £ 8. Dalsze zmniejszanie natadowania inkluzji (odpowiednio do q =+2 i Oe™) skutkuje
uzyskaniem wartosci AH,O wynoszacych odpowiednio —32+9 oraz -6 +7. Mozemy zatem
wywnioskowaé, Ze wraz ze zmniejszaniem naladowania inkluzji maleje korzy$¢ wynikajaca
z uwalniania nadmiarowych czasteczek wody w wyniku dimeryzacji inkluzji.

Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na nietrywialny i nieintuicyjny wptyw natado-
wania inkluzji na stabilno$¢ dimeréw. Mozna by mianowicie oczekiwaé, ze wzrost tadunku
inkluzji bedzie prowadzit do destabilizacji dimeréw w wyniku elektrostatycznego odpycha-
nia. W rzeczywistoSci obserwujemy jednak odwrotny trend: zwigkszenie tadunku prowadzi
do wzrostu stabilnosci dimeréw. Ustalitem, ze obserwowany trend jest powiazany z rézni-
cami w stopniu zaburzenia blony, co z kolei wptywa na liczbg niekorzystnych kontaktéw
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migdzy woda a btonag. W przypadku dimeryzacji najsilniej natadowanych inkluzji zaobser-
wowatem najwigkszy spadek liczby nadmiarowych czasteczek wody, podczas gdy w przy-
padku inkluzji elektrycznie obojetnych spadek ten jest marginalny. Wyniki te podkreslaja
wczesniej omawiany istotny wptyw oddziatywan woda-blona na mechanizm dimeryzacji

inkluzji, wynikajacy z ujemnego niedopasowania hydrofobowego.

4.3.6 Podsumowanie

Przedstawione w tym rozdziale wyniki jednoznacznie potwierdzaja, ze ujemne
niedopasowanie hydrofobowe sprzyja stabilizacji dimeréw. Z kolei dodatnie niedopasowanie
hydrofobowe prowadzi raczej do ich przechylania w btonie niz do dimeryzacji. Zewngtrzne
uniemozliwienie przechylania inkluzji znaczaco zwigksza stabilno$¢ dimeréw w sytuacji do-
datniego niedopasowania.

Moje wyniki wskazuja, ze w przypadku ujemnego niedopasowania hydrofobowego
istotng rolg w stabilizacji stanu dimerycznego odgrywa wkilad elektrostatyczny. Zaobser-
wowatem, ze proces dimeryzacji inkluzji wigze si¢ ze zmniejszeniem niekorzystnych kon-
taktow migdzy wodg a btona w sasiedztwie inkluzji, przy czym ten spadek jest tym bardziej
wyrazny, im silniejsze jest ujemne niedopasowanie hydrofobowego. Ponadto, wykazatem,
ze oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy inkluzja a reszta blony sprzyjaja procesowi
dimeryzacji, jednakze w mniejszym stopniu niz oddzialywania elektrostatyczne pomigdzy
czasteczkami wody a btona.

W przypadku dodatniego niedopasowania hydrofobowego zaobserwowalem, ze
inkluzje wykazuja tendencje do zmiany swojej orientacji, co prowadzi do zmniejszenia
ich efektywnej dtugosci hydrofobowej. W efekcie dimeryzacji inkluzji przy dodatnim
niedopasowaniu hydrofobowym nie towarzyszy korzyS¢ zwigzana z uwolnieniem nadmia-
rowych czasteczek wody. Badania wykazaty réwniez, ze w przeciwienstwie do ujemnego
niedopasowania hydrofobowego, dimeryzacji inkluzji przy dodatnim niedopasowaniu hydro-
fobowym nie sprzyjaja oddziatywania elektrostatyczne. Jednakze, ze wzglgdu na zwigksze-
nie powierzchni kontaktu migdzy inkluzjami, stan dimeryczny jest stabilizowany przez wktad
dyspersyjny.

Opierajac si¢ na teorii napigcia liniowego, pokazatem, ze przy silnie ujemnym niedopa-
sowaniu hydrofobowym pomig¢dzy dwoma odseparowanymi monomerami w btonie uporzad-
kowanej wystepuja dalekozasiggowe sity sprzyjajace asocjacji. Sa one mediowane przez
czasteczki lipidow 1 wynikaja z daznoS$ci uktadu do zmniejszenia stopnia zaburzenia btony
1 tym samym ograniczenia kontaktow pomig¢dzy woda a biona.

Dodatkowo, pokazalem, ze dimeryzacja inkluzji w btonie uporzadkowanej jest sko-
relowana z wigkszym uwolnieniem czasteczek wody w poréwnaniu do blony nieuporzad-
kowanej. To tlumaczy, dlaczego dimery inkluzji sg bardziej stabilne w btonie uporzad-

kowanej niz w nieuporzadkowane;j.
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Zaobserwowalem takze, ze wzrost natadowania inkluzji nieoczekiwanie przyczynia si¢
do zwigkszenia stabilnosci stanu dimerycznego. Wykazatem, ze wynika to z faktu, ze zwigk-
szeniu natadowania inkluzji towarzyszy wzrost stopnia zaburzenia blony, co z kolei skutkuje
zwigkszeniem niekorzystnych kontaktéw migdzy woda a btona. W rezultacie, w procesie
dimeryzacji inkluzji dochodzi do uwolnienia tym wigkszej liczby nadmiarowych czasteczek

wody, im wyzsze jest natadowanie inkluzji.

4.4 Niedopasowanie hydrofobowe a segregacja inkluzji miedzy domenami o réznym
stopniu uporzadkowania

Jednym z mozliwych sposobow minimalizacji niedopasowania hydrofobowego jest
segregacja inkluzji miedzy domenami btonowymi o réznej grubosci. Efekt ten polega na
przeniesieniu inkluzji do domeny, w ktérej jej dtugos¢ hydrofobowa jest lepiej dopasowana
do grubosci btony. Ten mechanizm zostat zaobserwowany m.in. w badaniach nad peptydami
segregowanymi pomigdzy siateczka Srédplazmatyczng a aparatem Golgiego [41]. Z drugiej
strony ustalono takze, ze wigkszoS¢ inkluzji preferencyjnie lokalizuje si¢ w nieuporzad-
kowanych domenach btonowych (Lp) [43—46]. Przeniesienie inkluzji z domen uporzad-
kowanych (Lp) do domen Lp jest zwykle wypadkowo korzystne, pomimo pojawiajacego
si¢ kosztu energetycznego zwiazanego z wytworzeniem niedopasowania hydrofobowego
w domenach Lp o mniejszej grubosci [46]. Badania sugeruja réwniez, ze za ten proces
odpowiedzialny jest wktad entalpowy, wynikajacy z tworzenia bardziej korzystnych oddzi-
atywan migdzy inkluzja a lipidami w mniej upakowanych btonach [46].

W zwiazku z powyzszym, postanowitem ustali¢ wptyw niedopasowania hydro-
fobowego na proces transferu inkluzji migdzy domenami o ré6znym uporzadkowaniu. Moim
celem bylo w szczegdlnoSci dostarczenie molekularnego opisu procesu segregacji inkluzji
z identyfikacja oddziatywan sprzyjajacych przeniesieniu inkluzji do domeny Lp, a takze tych,

ktore sktaniajg inkluzje do pozostawania w domenie L.

4.4.1 Energetyka procesu segregacji inkluzji miedzy domenami blonowymi w zalezno$ci od niedopa-

sowania hydrofobowego

Do zbadania zmian energii swobodnej towarzyszacych przeniesieniu inkluzji zdomeny
uporzadkowanej do nieuporzadkowanej zastosowatem podejscie alchemiczne (patrz: pod-
rozdzial 3.7.1). W badaniach wykorzystatem model dwuwarstwy lipidowej obejmujacy dwie
domeny: L, ztozona z lipidéow DMPC i cholesterolu o stezeniu 30% mol (DMPC/CHL) oraz
Lp, ztozong z lipidéw DOPC. Badatem inkluzje o trzech réznych dlugosciach, odpowiadaja-
cych warto§ciom AD w btonie DMPC/CHL odpowiednio: —0.6, 0.0 i 0.4 nm.

Wyniki, ktére zostaly przedstawione na Rys.4.17, dostarczaja cennych informacji
na temat segregacji inkluzji migdzy domenami btonowymi w zaleznosci od wartosci AD.
W przypadku, gdy AD = -0.6 nm przeniesieniu inkluzji z domeny DMPC/CHL do DOPC

towarzyszy zmiana energii swobodnej AG i = —9.9 kcal/mol. W miarg zwigkszania si¢
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Rys. 4.17: Energia swobodna przeniesienia inkluzji z domeny uporzadkowanej do nieuporzadkowanej, AGey (czarny). Dodatkowo warto$¢ AGek
roztozona jest na wktady wynikajace z oddziatywarn elektrostatycznych, AG; (zielony), oraz oddziatywar dyspersyjnych, (AGaysp) (fioletowy). Trendy
zmian catkowitej energii swobodnej przeniesienia oraz jej wktadéw w zaleznosci od AD w btonie uporzadkowanej sa zaznaczone ciagtymi liniami. Strzatki
przedstawione po prawej stronie pomagaja okresli¢, przeniesieniu do jakiej domeny sprzyjaja poszczegélne wkiady do AG.

AD, warto§¢ AG_,y rosnie, uzyskujac odpowiednio —4.8 kcal/mol dla zerowego AD oraz
1.2 kcal/mol dla AD = 0.4 nm. Mozna zatem skonkludowaé, ze ujemne niedopasowanie
hydrofobowe sprzyja przeniesieniu inkluzji do domeny Lp, podczas gdy dodatnie niedopa-
sowanie hydrofobowe sprzyja przeniesieniu inkluzji do domeny L.

Dekompozycja AG_a (Rys. 4.17) ujawnia, ze przeniesieniu inkluzji z domeny L do
Lp sprzyja przede wszystkim wktad elektrostatyczny, AGgj, ktdry jest tym korzystniejszy
(ujemny) im bardziej ujemna jest wartoS¢ AD. Przeniesieniu inkluzji do domeny Lp prze-
ciwdziata z kolei wktad dyspersyjny, AGgysp, ktérego wartos¢ jest tym bardziej niekorzystna
(dodatnia) im wigksze jest AD.

Na tej podstawie mozemy stwierdzié, ze w procesie transferu inkluzji pomig¢dzy
btonowymi domenami o r6znym uporzadkowaniu odgrywaja rolg dwa konkurencyjne efekty:
oddziatywania elektrostatyczne sprzyjajace transferowi inkluzji do domeny Lp 1 oddziaty-
wania dyspersyjne, ktére promuja przeniesienie inkluzji do domeny L. Kierunek spontani-
cznego transferu jest zatem zalezny od tego, ktory z tych czynnikéw jest dominujacy w danej
sytuacji.

Nastgpnie przeprowadzilem alternatywna dekompozycje AGgc W celu wyodreb-
nienia wktadéw pochodzacych od oddzialywan migdzy inkluzja a blong (i—b) oraz migdzy
inkluzja a woda (i—w). Dekompozycje¢ przeprowadzitem zaréwno dla przypadkéw ujemnego,

jak i zerowego AD. Wyniki przedstawione na Rys. 4.18 wskazuja, ze oddziatywania migdzy
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Rys. 4.18: Energia swobodna przeniesienia inkluzji z domeny uporzadkowanej do nieuporzadkowanej (czarny). Catkowita energia swobodna roztozona jest
na wktady wynikajace z oddziatywar inkluzji z btona (czerwony) lub woda (niebieski). Strzatki przedstawione po prawej stronie pomagaja okreslic,
przeniesieniu do jakiej domeny sprzyjaja poszczegélne wktady do AG. Wyréznione elementy uktadu oznaczono symbolami: i — inkluzja, b — btona, w —
rozpuszczalnik (woda).

inkluzja a lipidami hamuja przeniesienie inkluzji do domeny Lp. Potwierdzaja to uzyskane
warto$ci AGj_, wynoszace odpowiednio 39.9 i 51.9 kcal/mol dla przypadkéw ujemnego
i zerowego AD. Z kolei oddziatywania z udzialem inkluzji i wody sprzyjaja przeniesieniu

inkluzji do domeny Lp, co ilustruja wartosci odpowiednio —49.5 i —58.5 kcal/mol.

4.4.2 Analiza rozkladu czasteczek rozpuszczalnika i lipidéw w otoczeniu inkluzji

Uzyskane wyniki wskazuja, ze segregacja inkluzji migdzy domenami blonowymi jest
kontrolowana przez dwie, przeciwnie dziatajace sity napgdowe: i) oddzialywania elektro-
statyczne z udziatem czasteczek wody, promujace lokalizacje w obrgbie domeny nieuporzad-
kowanej (Lp), oraz ii) oddziatywania z udziatem czasteczek lipidéw, ktére sprzyjaja lokaliza-
cji w domenie uporzadkowanej (Lg).

W celu glgbszego zbadania udzialu wody w segregacji inkluzji pomigdzy domenami
btonowymi o ré6znym uporzadkowaniu, przeprowadzilem analiz¢ réznicowych profili ges-
tosci wody w sasiedztwie inkluzji.

Na Rys.4.19 przedstawitem profile Ap dla wody w otoczeniu inkluzji w obu do-
menach btonowych. Jak mozna zauwazy¢, obecnos¢ inkluzji w domenie uporzadkowane;]
prowadzi do silniejszego zwigkszenia liczby kontaktéw migdzy woda a btona niz ma to
miejsce w domenie nieuporzadkowanej. Przeniesienie inkluzji z domeny Lo do domeny

Lp skutkuje zatem zmniejszeniem liczby niekorzystnych kontaktéw migdzy woda a btona.
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Rys. 4.19: Réznicowy profil gestosci wody wzdtuz osi prostopadtej do powierzchni btony, Ag, obliczony jako réznica profili ggstosci wody w sasiedztwie
inkluzji i w bionie niezaburzonej, gdy AD w btonie uporzadkowanej wynosi 0 nm lub —0.6 nm. Osobno pokazane sa profile, gdy inkluzja znajduje si¢ w
domenie uporzadkowanej (oznaczonej jako DMPC/CHL) oraz w domenie nieuporzadkowanej (DOPC).

Ten efekt jest szczegdlnie wyrazny w przypadku bardziej ujemnych wartosci AD. Otrzy-
mane przeze mnie wyniki sa spéjne z wyznaczonymi wartoSciami wktadéw AG;_y, (patrz:
Rys. 4.18), co potwierdza, ze przeniesieniu inkluzji do domeny Lp sprzyjaja gtéwnie oddzia-
tywania z udziatem inkluzji i wody.

W celu zbadania roli lipidéw w segregacji inkluzji migdzy domenami blonowymi
o réznym stopniu uporzadkowania, przeprowadzitem analiz¢ radialnych funkcji rozktadu
lipidéw DMPC 1 DOPC w otoczeniu inkluzji. Rys. 4.20 pokazuje, ze rozktad lipidow DMPC
osiaga znacznie wyzsze wartosci niz rozklad lipidéw DOPC. Sugeruje to, ze inkluzja nawia-
zuje wigcej kontaktéw z lipidami reprezentujacymi domeng L niz z lipidami reprezentuja-
cymi domen¢ Lp. Otrzymane rozktady potwierdzaja, ze przeniesieniu inkluzji do domeny

Lo sprzyjaja gtéwnie oddziatywania dyspersyjne, co jest zgodne z wynikami AGgysp, przed-
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stawionymi na Rys. 4.17. Te za$ z kolei wynikaja przede wszystkim z oddziatywan inkluzja-
btona, co potwierdzaja wyniki AGi_t, na Rys. 4.18.
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Rys. 4.20: Réznicowy profil gestosci wody wzdhuz osi prostopadtej do powierzchni btony, Ag, obliczony jako réznica profili gestosci wody w sasiedztwie
inkluzji i w blonie niezaburzonej, gdy AD w btonie uporzadkowanej wynosi 0 nm lub —0.6 nm. Osobno pokazane sa profile, gdy inkluzja znajduje si¢ w
domenie uporzadkowanej (oznaczonej jako DMPC/CHL) oraz w domenie nieuporzadkowanej (DOPC).

4.4.3 Kiedy inkluzje preferuja domeny uporzadkowane?

Uzyskane dotad wyniki sa zgodne z danymi eksperymentalnymi dostgpnymi w lite-
raturze [46, 185], gdzie zazwyczaj obserwuje si¢ segregacje inkluzji do domeny Lp. Ta
domena cechuje si¢ mniejszym upakowaniem lipidéw niz domena L. Wykazatem takze, ze
preferencja inkluzji do lokalizowania si¢ w obrebie Lp jest tym silniejsza, im wigksze jest
ujemne niedopasowanie hydrofobowe. Z drugiej strony zaobserwowalem, ze w przypadku
dodatniego niedopasowania hydrofobowego faworyzowana jest segregacja inkluzji do Lq,
ktdrej sprzyja przede wszystkim wklad AGgys, (patrz: Rys. 4.17).

Postawilem sobie zatem pytanie, czy mozliwe jest zmniejszenie generalnej tendencji
inkluzji do lokalizowania si¢ inkluzji w domenie L poprzez wytworzenie w niej silnie ujem-
nego AD. W celu znalezienia odpowiedzi na to pytanie, przeprowadzitem obliczenia analo-
giczne do tych opisanych w podrozdziale 4.4.1. Tym razem jednak do reprezentacji domeny
Lp uzytem lipidéw o dtuzszych tancuchach acylowych: i) DEiPC (di-20:1 PC) oraz ii) DEPC

77


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

(di-22:1 PC). Obliczenia te zostaly przeprowadzone dla inkluzji, dla ktérej AD w uporzad-
kowanej btonie wynosito —0.6 nm (zgodnie z Rys. 4.19), natomiast w blonach DOPC, DEiPC
1 DEPC wynosito odpowiednio 0.0, —0.5 oraz —0.9 nm.

5-

4

Energia swobodna [kcal/mol]

-0.9 -0.5 0.0

AD w domenie Ly [nm]

Rys. 4.21: Energia swobodna przeniesienia inkluzji z domeny uporzadkowanej (w ktorej niedopasowanie hydrofobowe wynosi —0.6 nm) do
nieuporzadkowanej w zaleznosci od AD w domenie nieuporzadkowanej (czarny). Catkowita energia przeniesienia inkluzji AGey zostata takze
zdekomponowana na wktad od oddziatywaniom elektrostatycznym, AGg (zielony), oraz wktad od oddziatywari dyspersyjnych, AGgysp (fioletowy). Trendy
zmian catkowitej energii swobodnej oraz jej wktadéw elektrostatycznego i dyspersyjnego w zalezno$ci od AD w blonie nieuporzadkowanej sa zaznaczone
ciaglymi liniami. Strzatki przedstawione po prawej stronie pomagaja okresli¢, przeniesieniu do jakiej domeny sprzyjaja poszczegdlne wktady do AG.

Rys. 4.21 przedstawia obliczone przeze mnie wartosci energii swobodnej przeniesienia
inkluzji z domeny Lo do domeny Lp, wraz z dekompozycja na wkitady wynikajace z od-
dzialywan elektrostatycznych i dyspersyjnych. W przypadku, gdy domena Lp zbudowana
byta z lipidéw DEiPC, o zblizonej grubosci do domeny L, uzyskatem warto$¢ AGgyp =
—4.8 kcal/mol. Wynik ten wskazuje, ze inkluzja preferuje transfer do domeny Lp w znacznie
mniejszym stopniu niz w przypadku, gdy domena Lp sktada si¢ z lipidéw DOPC (AG_a =
—9.9 kcal/mol). W przypadku, gdy domen¢ Lp reprezentowatly lipidy DEPC o jeszcze
wigkszej grubosci, uzyskatem warto§¢ AG .,y = 1.0 kcal/mol. Widzimy zatem, ze silnie
ujemne niedopasowanie hydrofobowe w domenie Lp moze sprzyjaé przeniesieniu inkluzji
do domeny L, gdzie niedopasowanie jest mniejsze.

Moje wyniki wskazuja zatem, ze silnie ujemne niedopasowanie hydrofobowe w dome-
nie Lp znaczaco zmniejsza preferencje inkluzji do lokalizowania si¢ w tej domenie na rzecz
domeny Lo. Wskutek zmniejszania preferencji, przy dostatecznie duzym niedopasowaniu
w btonie Lp, moze dochodzi¢ do segregacji czasteczek w domenie Lo pomimo wigkszego
upakowania lipidéw. To jest szczegdlnie zauwazalne, gdy grubo$¢ domeny L jest znacznie
wigksza od domeny L, jak miato miejsce w przypadku uktadu DEPC-DMPC/CHL. W tym
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przypadku inkluzja preferuje domeng¢ Lo, pomimo wigkszego upakowania lipidow w tej
domenie.

Gdy spojrzymy na dekompozycje AGyy na sktadniki dyspersyjny i elektrostatyczny
(Rys.4.21), podobnie jak na Rys.4.18, mozna zauwazy¢, ze wktad AGgys, osiaga dodatnie
wartosci w kazdym przypadku. Oznacza to, ze wklad AGgysp sprzyja przeniesieniu inkluzji
do domeny L. Z drugiej strony, wktad AGg) przyjmuje wartosci ujemne dla kazdego uktadu,
tym silniej, im bardziej ujemne jest AD w domenie Lp. Stad widac, ze wktad elektrostaty-
czny sprzyja przeniesieniu inkluzji do domeny Lp. Dodatkowo, z wyraZznie r6znych nachylen
linii trendu mozna zauwazy¢, ze wktad AGg jest bardziej podatny na zmiany AD niz wktad
AGdySp- Sugeruje to, ze istotny wplyw na zalezne od AD zmiany w preferowanej lokalizacji
inkluzji maja oddziatywania elektrostatyczne.

Poprzednio uzyskane przeze mnie wyniki oraz dominujaca rola wktadu AGg; sugeruja,
ze obserwowana przy AD = -0.9 nm (uktad DEPC-DMPC/CHL) nietypowa preferencja
inkluzji do lokalizowania si¢ w domenie Lo wynika z minimalizacji liczby niekorzystnych
kontaktow migdzy woda a btong w sasiedztwie inkluzji. W celu zweryfikowania tej hipotezy,

wyznaczylem réznicowe profile gestosci wody w tym uktadzie.
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Rys. 4.22: Réznicowy profil gestosci wody wzdtuz osi prostopadiej do powierzchni bfony, Ap, obliczony jako réznica profili gestosci wody w sasiedztwie

o

inkluzji i w bionie niezaburzonej. AD w domenie uporzadkowanej wynosi —0.6 nm za§ w domenie uporzadkowanej —0.9 nm. Osobno pokazatem profile, gdy
inkluzja znajduje si¢ w domenie uporzadkowanej (oznaczonej jako DMPC/CHL) oraz w domenie nieuporzadkowanej (DEPC).

Na Rys. 4.22 mozemy zauwazy¢, ze obecno$¢ inkluzji w nieuporzadkowanej btonie

DEPC prowadzi do zwigkszenia nadmiarowej gestosci wody w sasiedztwie btony. Ponad-
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to obserwujemy, ze wartoS¢ Apy,oda Uzyskana dla nieuporzadkowanej btony jest znacznie
wigksza, niz dla uporzadkowanej btony DMPC/CHL. Oznacza to wigc, ze inkluzja istotnie
bardziej wplywa na zaburzenie lipidow w domenie Lp niz w domenie L. Uzyskane przeze
mnie wyniki potwierdzaja, ze kluczowym czynnikiem decydujacym o przeniesieniu inkluzji
do domeny L jest minimalizacja niekorzystnych kontaktéw pomigdzy woda a btona.
Podsumowujac, zaobserwowatem, ze gdy w domenie Lp niedopasowanie hydro-
fobowe migdzy dilugoscia inkluzji a gruboscia hydrofobowego rdzenia blony jest mniej
ujemne niz w domenie L, inkluzja wykazuje wyraZna preferencje dla przebywania w dome-
nie Lp. Oznacza to, ze przeniesienie inkluzji z domeny Lo do domeny Lp wiaze si¢ z ko-
rzyscia energetyczna, wynikajaca zaréwno z minimalizacji efektu niedopasowania hydro-
fobowego jak i z transferu do domeny o mniejszym upakowaniu. Gdy wartosci AD w obu
domenach sa poréwnywalne, inkluzja nadal preferuje domen¢ Lp, chociaz w mniejszym
stopniu niz w pierwszym przypadku. Taki wynik wskazuje na preferencj¢ inkluzji do
lokalizowania si¢ w btonie o mniejszym upakowaniu. Przeniesieniu inkluzji do domeny
nieuporzadkowanej sprzyja elektrostatyczny wkitad, ktéry wynika z minimalizacji kontak-
tow miedzy czasteczkami wody a lipidami. W zwiazku z tym preferencyjny transfer do
domeny L jest mozliwy, gdy w domenie Lp wystepuje znacznie wigksze niedopasowanie
niz w domenie L. Pokazalem zatem, ze inkluzja preferuje domeng¢ uporzadkowana w przy-
padku, gdy korzys¢ energetyczna wynikajaca z minimalizacji efektu niedopasowania hydro-

fobowego przewyzsza zysk z przeniesienia inkluzji do domeny o mniejszym upakowaniu.

4.4.4 Segregacja rzeczywistych zwiazkéw o znaczeniu biologicznym

W tej czgSci postanowilem zweryfikowaé czy wyniki uzyskane dla segregacji
modelowej inkluzji pomigdzy domeny blonowe pozostaja w mocy takze dla rzeczy-
wistych czasteczek osadzonych w btonie (w szczegélnosci karotenoidéw i peptyddéw trans-
btonowych). Podobnie jak w przypadku modelu inkluzji, wykorzystatem w tym celu
dwuwarstwe obejmujaca dwie domeny blonowe: Lo, skladajaca si¢ z lipidow DMPC
1 cholesterolu (30 % mol) oraz Lp, sktadajaca si¢ z lipidu DOPC. Do wyznaczenia energii
swobodnej przeniesienia czasteczek migdzy domenami btonowymi wykorzystatem podejscie

alchemiczne (patrz: podrozdziat 3.7.1).

Karotenoidy

Przyktadem czasteczek transbtonowych odgrywajacych istotna role w procesach
widzenia i fotosyntezy sa karotenoidy, w szczegdlnosci zeaksantyna i luteina (przedstawio-
ne na Rys. 1.5). Sa to czasteczki o sztywnej strukturze, zawierajace odpowiednio 11 lub
10 sprzgzonych wiazan podwdjnych. Ich szkielet sktada si¢ z taiicucha weglowego zbu-
dowanego z o§miu potaczonych ze soba jednostek izoprenowych. Laricuch polienowy koriczy
si¢ szeScioczlonowymi pier§cieniami (3- lub e-jononowymi, posiadajacymi pojedyncze po-

larne grupy hydroksylowe (-OH) w pozycji ‘3.
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Energia swobodna [kcal/mol]

0.0 0.3 0.6
Zea, Aq [e7] Asta

Rys. 4.23: Energia swobodna przeniesienia karotenoidéw z domeny uporzadkowanej do nieuporzadkowanej (czarny). Catkowita energia przeniesienia

karotenoidu AGeu zostata dodatkowo zdekomponowana na wktady wynikajace z oddziatywari elektrostatycznych, AGg (zielony), oraz oddziatywar

dyspersyjnych, AGaysp (fioletowy). Trendy zmian catkowitej energii swobodnej przeniesienia oraz jej wktadow elektrostatycznego i dyspersyjnego w

zaleznosci od zmian tadunku na atomach grupy hydroksylowej karotenoidu sa zaznaczone liniami ciagtymi. Strzatki przedstawione po prawej stronie
pomagaja okresli¢, przeniesieniu do jakiej domeny sprzyjaja poszczegélne wkiady do AG.

W celu oceny preferencji karotenoidéow do lokalizowania w domenach o r6znym sto-
pniu uporzadkowania, wyznaczylem energi¢ swobodng przeniesienia czasteczki zeaksantyny
(Zea) z domeny Lo do domeny Lp (Rys. 4.23). Otrzymana warto$¢ AGgyy =—0.1 kcal/mol
wskazuje, ze Zea nie wykazuje istotnej preferencji wzgledem zadnej z domen btonowych.

Aby sprawdzi¢ wpltyw oddziatywan elektrostatycznych i dyspersyjnych na warto$¢
energii swobodnej przeniesienia Zea pomigdzy domenami, przeprowadzitem dekompozy-
cje AGeyp na sktadowe AGgygp oraz AGe. Jak mozna zobaczy¢ na Rys.4.23, wkiad
pochodzacy od oddziatywan dyspersyjnych ma warto$¢ dodatnia (AGgys, = 1.1 keal/mol),
natomiast wktad pochodzacy od oddzialywan elektrostatycznych charakteryzuje si¢ wartos-
ciag ujemng (AGg) = —1.2 kcal/mol). Mozna zatem wnioskowaé, ze oddzialywania dysper-
syjne przeciwdziataja przeniesieniu Zea z domeny Lo do domeny Lp, podczas gdy od-
dziatywania elektrostatyczne sprzyjaja temu przeniesieniu. Wnioski te s3 w pelni zgodne
z wezesniejszymi obserwacjami poczynionymi na podstawie symulacji modelowych inkluzji.

Aby dodatkowo przetestowaé ten wniosek, postanowilem dalej sprawdzi¢, czy zwie-
kszenie polarnosci czasteczki Zea moze wptynac na jej preferencje do transferu do domeny
Lp. W tym celu ponownie wyznaczylem energi¢ swobodna przeniesienia Zea z domeny
Lo do Lp dla dwéch innych wartoSci momentu dipolowego u grup hydroksylowych Zea.
Niefizyczng zmiang momentu dipolowego osiagnatem poprzez zwigkszenia tadunkow na obu

atomach grupy hydroksylowej, w taki sposéb, by czasteczka pozostata elektrycznie obojgtna
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(Rys.4.24). W ten sposéb przygotowatem uklady, w ktérych zwigkszylem polarnosé Zea

poprzez zwigkszenie tadunkéw czastkowych na atomach grupy hydroksylowej o wartos¢ Aq
rowng 0.3e™ oraz 0.6¢e™.

Z Rys. 4.23 widaé ze zwigkszenie po-

—» larnosci Zea przy zastosowaniu Aq = 0.3e~

\WZI'OSt H skutkuje wartoscia AGg,p = —1.3 kcal/mol.

Dalsze zwigkszanie polarnosci (Aq = 0.6e7)

sprawia ze warto$¢ ta staje si¢ jeszcze

bardziej ujemna (AGg, = —2.4 kcal/mol).

;CIO'ACI

Na tej podstawie mozna wnioskowad,
ze zwigkszenie momentu dipolowego
w czasteczce Zea sprzyja jej przeniesieniu
z domeny Lo do domeny Lp.
Dekompozycja AGy ukazuje, ze

zwigkszenie polarno$ci Zea skutkuje do-

-— - datkowym wzrostem wkladu AGg; o kole-

jno 1.2 1 2.2 kcal/mol do wartosci —2.4

Rys. 4.24: Modyfikacja momentu dipolowego grupy hydroksylowej w K . . _
czasteczee zeaksantyny poprzez dodanie tadunku Aq do tadunku atomu 1-3.4 kcal/ m()l, 0dp0w1edn10 dla Aq =0.3¢e

wodoru, qy, i odjecie takiego samego tadunku od tadunku atomu tlenu, qg. . O 6 _
Suma fadunkéw czasteczki pozostaje stata, jednak zwigkszenie réznicy 1 -6€

Mozna zatem wnioskowal, ze
tadunkéw miedzy atomem tlenu a atomem wodoru prowadz.i dozwigkszenia (e ot polarnoéci Zea prowadzi do zwie-
momentu dipolowego grupy hydroksylowej.
kszenia elektrostatycznej sity napgdowej,
ktéra — jak wczesniej pokazatlem — sprzyja przeniesieniu inkluzji do domeny nieuporzad-
kowane;.

Aby moéc powyzszy wniosek przetestowaé w sposéb pozwalajacy na eksperymentalng
weryfikacje, postanowitem dalej przeprowadzi¢ analogiczne obliczenia z zastosowaniem
bardziej polarnej pochodnej Zea, jaka jest astaksantyna (Asta). W poréwnaniu do Zea,
czasteczka ta posiada dodatkowa grupe karbonylowa (C=0) w pozycji ‘4’ pierScienia [3-jono-
nowego (Rys. 4.25).

Zbadatem zmiang energii swobodnej (AG_,yc) towarzyszaca przeniesieniu czasteczki
Asta z domeny Lp do Lp. Jak to pokazuje Rys.4.23, przeniesieniu czasteczki Asta
odpowiada zmiana AG,y = —0.8 kcal/mol. Widzimy zatem, ze w poréwnaniu do Zea
(AG gk = —0.1 kcal/mol), bardziej polarne czasteczki Asta wykazuja wyrazng preferencje
do lokalizowania si¢ w domenie Lp.

Dekompozycja AGg,, zaprezentowana na Rys. 4.23, wykazata ponadto, ze elektro-
statyczny 1 dyspersyjny wktad do energii swobodnej przeniesienia Asta wynosza, odpowied-
nio, AGej =-2.2 keal/mol i AGyy, = 1.4 keal/mol. Poréwnujac te wartosci z uzyskanymi
wczesniej dla Zea, widzimy ze znaczenie wkiadu elektrostatycznego wzrasta wyraznie silniej
niz wktadu dyspersyjnego (zmiana odpowiednio o 0.9 1 0.3 kcal/mol w stosunku do Zea). Po

raz kolejny zatem mozemy zauwazy¢, ze zwigkszona polarnos¢ czasteczki, przektadajaca si¢
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na silniejsze oddzialywania elektrostatyczne, sprzyja jej segregacji do nieuporzadkowane]

domeny Lp.
3.0 s 3.0F —
—_— = - > = -
Aq = Oe = Ag = 0.6e
= q — q
_ 25 ; _ 25} -
€ E
8 = 20 8 = 20} ==
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Rys. 4.26: Réznicowe profil gestosci wody wzdtuz osi prostopadtej do powierzchni btony, Ap, obliczony jako réznica profili gestosci wody w sasiedztwie
zeaksantyny (Zea) i w btonie niezaburzonej, gdy Aq=0e~ (A) oraz gdy Aq=0.6e” (B). Aq wyraza zmiang fadunkéw na atomach grupy hydroksylowej
wzgledem rzeczywistej czasteczki Zea (patrz: Rys. 4.24) Osobno pokazane sg profile dla Zea osadzonej domenie uporzadkowanej (DMPC/CHL) oraz w

domenie nieuporzadkowanej (DOPC).

Aby ustali¢ molekularne przyczyny
wzrostu wkladu AG, do energii swo-
bodnej segregacji wraz ze wzrostem po-
larnoSci  karotenoidéw, przeprowadzilem

analiz¢ réznicowych profili ggstosci wody,

poréwnujac rzeczywista czasteczke Zea
(Aq = 0e™) z jej wariantem o sztucznie
zwigkszonej polarnosci (Aq = 0.6e7). Na
Rys. 4.26 widzimy, ze wzrost polarnosci Zea
prowadzi do zwigkszenia Nadmiarowe] ges-  smvers oo s kabomiows s priiens e ononomym
tosci wody (Ap) w obu domenach. Co is-
totne, przeniesieniu bardziej polarnej Zea (Aq = 0.6e”) z domeny Ly do Lp towarzyszy
wigkszy spadek liczby niekorzystnych kontaktéw woda-btona, co tltumaczy, dlaczego zwigk-
szenie polarnosci czasteczki prowadzi do zwigkszonej segregacji Zea do domeny Lp.
Podsumowujac, pokazatem, ze wnioski uzyskane dla segregacji modelowych inkluzji
znajduja takze zastosowanie do prostych czasteczek transbtonowych, takich jak karotenoidy.
Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze przeniesieniu Zea do domeny nieuporzad-
kowanej sprzyja wktad elektrostatyczny, wynikajacy z minimalizacji niekorzystnych kontak-
tow migdzy woda a btong w otoczeniu Zea. Ponadto pokazatem, ze zwigkszenie polarnosci
czasteczki (zaréwno przez uzycie pochodnej zawierajacej dodatkowo grupe karbonylowa,
jak i sztuczne zwigkszenie momentu dipolowego grupy hydroksylowej) sprzyja zwigkszone;j
segregacji czasteczki do domeny nieuporzadkowanej. Otrzymane wyniki sa obecnie wery-
fikowane eksperymentalnie w zespole prof. Gruszeckiego (UMCS w Lublinie) przez pomiary

wspotczynnikéw podziatu Zea i Asta pomigdzy fazy o réznym stopniu uporzadkowania.
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Peptydy transblonowe

Btony lipidowe zawdzigczaja swoje zréznicowane funkcje biologiczne osadzonym
w nim biatkom i peptydom. Aby przetestowaé wnioski dotyczace preferencji inkluzji
btonowych do lokowania si¢ w domenach o ré6znym stopniu uporzadkowania przy pomocy
rzeczywistych peptydow, skupitem si¢ nastgpnie na procesach segregacji peptydow WALP
i KALP (opisanych w podrozdziale 1.5.1). W zwiazku z powyzszym przeprowadzitem
obliczenia majace na celu wyznaczenie zmian energii swobodnej AG,y towarzyszacych

przeniesieniu tych peptydéw z domeny L do Lp.

Lo

©
E  Of-
~
©
(@]
=,
= -5t
gl
(@]
0
S
v -10F
Q . AGca&k
o B AGg,.,
(J]
cC W AG,,
L -15+F

WALP KALP

Rys. 4.27: Energia swobodna przeniesienia peptydow WALP i KALP z domeny uporzadkowanej do nieuporzadkowanej (czarny). Catkowita energia
przeniesienia peptydu AGeu zostata dodatkowo roztozona na wktady wynikajace z oddziatywan elektrostatycznych, AGg (zielony), oraz oddziatywan
dyspersyjnych, AGgysp, (fioletowy). Strzatki przedstawione po prawej stronie pomagaja okresli¢, przeniesieniu do jakiej domeny sprzyjaja poszczegélne

wkiady do AG.

Jak wynika z Rys.4.27, w przypadku peptydu WALP, ktéry zawiera elektrycznie
obojetne reszty tryptofanu jako aminokwasy kotwiczace peptyd do obu powierzchni btony,
warto$¢ energii swobodnej przeniesienia AGg,p, wynosi —0.8 kcal/mol. Wskazuje to, ze pep-
tydy WALP wykazuja pewna preferencj¢ do lokalizowania si¢ w obrgbie domeny Lp. Taki
wynik jest zgodny z danymi dos§wiadczalnymi [43, 46].

Dekompozycja AGg, na wktady dyspersyjny i elektrostatyczny ujawnita podobne
tendencje, jakie zaobserwowatem dla modelowych inkluzji. Mianowicie, oddziatywania dys-
persyjne przeciwdzialaja przeniesieniu peptydu do domeny Lp (AGgys, = 2.4 keal/mol),
podczas gdy oddziatywania elektrostatyczne sprzyjaja lokalizacji w tej domenie (AGg =
—3.2 kcal/mol).
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Z Rys. 4.27 wynika z kolei, ze w przypadku peptydu KALP, w ktérym rolg¢ kotwiczenia
na powierzchni pelnia dodatnio natadowane reszty lizynowe, preferencja do lokalizowania
si¢ w obrgbie domeny Lp jest duzo silniejsza (AGgyp = —15.4 kcal/mol). Dekompozycja
AGg,k sugeruje, ze przeniesienie peptydu do Lp jest napgdzane zar6wno przez oddziatywa-
nia elektrostatyczne (AGe) = —4.1 kcal/mol), jak i dyspersyjne (AGgysp = —11.4 kcal/mol).
Mozna spekulowac, ze reszta lizynowa, charakteryzujaca si¢ fancuchem bocznym o duzej
swobodzie konformacyjnej, ma utrudniong mozliwos¢ tworzenia korzystnych oddziatywan
dyspersyjnych z silnie upakowanymi taicuchami acylowymi w domenie Lgo. W zwiazku
z tym, aby zwigkszyC liczbg korzystnych kontaktéw peptyd-btona, KALP preferuj¢ domeng

o mniejszym uporzadkowaniu.
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Rys. 4.28: Réznicowy profil gestosci wody wzdhuz osi prostopadtej do powierzchni btony, Ap, obliczony jako réznica profili gestosci wody w sasiedztwie
peptydow WALP lub KALP, i w btonie niezaburzonej. Osobno pokazane sa profile dla peptydéw znajdujacych si¢ w domenie uporzadkowanej (DMPC/CHL)
oraz w domenie nieuporzadkowanej (DOPC).

Zadalem sobie nastgpnie pytanie, czy podobnie jak w przypadku modelowych inkluz;i,
segregacja peptydéw z domeny Ly do domeny Lp wynika z tendencji do redukowania nieko-

rzystnych kontaktow pomigdzy woda a lipidami w sasiedztwie inkluzji. Analiza r6znicowych
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profili gestosci wody w otoczeniu peptydow WALP i KALP (Rys. 4.28) ukazuje znacznie
wigksze piki w przypadku domeny uporzadkowanej niz nieuporzadkowanej. Swiadczy to
o tym, ze przeniesienie peptydow WALP 1 KALP z domeny Lo do domeny Lp wiaze si¢
ze silnym zredukowaniem liczby nadmiarowych czasteczek wody pozostajacych w kontak-
cie z lipidami. Poréwnujac profile dla obu peptydéw, mozna zauwazy¢, ze KALP znacznie
bardziej zaburza strukture blony niz WALP, co jest odzwierciedlone przez wigksze piki
zarowno w przypadku blony DMPC/CHL, jak i DOPC. To potwierdza hipotezg¢, zgodnie
z ktéra peptyd KALP ma ograniczone mozliwosci tworzenia korzystnych oddziatywan dys-
persyjnych z taiicuchami acylowymi w domenie L.

Mozna zatem stwierdzi¢, ze analiza procesu przeniesienia prostych peptydow
potwierdzita dotychczasowe wnioski uzyskane z badan nad modelowa inkluzja, dotyczace
segregacji czasteczek miedzy domenami btonowymi o réznym uporzadkowaniu. Uzyskane
wyniki, poparte analiza zmian ggstosci wody, wnosza istotny wktad w zrozumienie mecha-
nizmu segregacji peptydow migedzy domenami btonowymi o réznym stopniu uporzadkowa-

nia.

4.4.5 Podsumowanie

W tym podrozdziale zaprezentowatem wyniki szczegétowych badan dotyczacych pro-
cesu segregacji inkluzji pomigdzy domenami btonowymi o réznym stopniu uporzadkowa-
nia konformacyjnego. Wykazatem przede wszystkim istotng rol¢ niedopasowania hydro-
fobowego w preferencji inkluzji do lokalizowania si¢ w okreslonej domenie. Otrzymane
przeze mnie wyniki jasno wskazuja na wspotistnienie dwoch przeciwnych sit napedowych
kontrolujacych proces segregacji: i) oddzialywar elektrostatycznych sprzyjajacych prze-
niesieniu inkluzji do domeny Lp, oraz ii) oddziatywan dyspersyjnych faworyzujacych prze-
niesienie inkluzji do domeny L.

Pokazatem dalej, ze elektrostatyczny wktad kierujacy inkluzj¢ do domeny Lp wynika
z minimalizacji liczby niekorzystnych kontaktéw pomigdzy woda a blona w otoczeniu
inkluzji. Z uwagi na mata powierzchni¢ kontaktu migedzy inkluzja a btona w przypadku
ujemnego niedopasowania hydrofobowego, wktad elektrostatyczny dominuje nad wkitadem
dyspersyjnym, co skutkuje segregacja inkluzji do domeny Lp.

Z kolei wkiad dyspersyjny sprzyja lokalizacji inkluzji w domenie L, poniewaz
powierzchnia kontaktu inkluzji z uporzadkowanymi taficuchami lipidowymi jest wigksza niz
w przypadku nieuporzadkowanych tancuchéw lipidowych. Pokazalem réwniez, ze w sytuacji
dodatniego niedopasowania hydrofobowego, powierzchnia kontaktu migdzy inkluzja a lipi-
dami jest duza, stad wkiad dyspersyjny dominuje nad wktadem elektrostatycznym. W efekcie
obserwuje si¢ segregacje inkluzji do domeny L.

Pokazalem rowniez, ze inkluzja wykazuje preferencje dla domeny uporzadkowanej
w przypadku, gdy korzyS$¢ energetyczna zwiazana z minimalizacja efektu niedopasowa-

nia hydrofobowego przewyzsza zysk wynikajacy z przeniesienia inkluzji do domeny
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o mniejszym upakowaniu. Analiza zmian ggstosci wody w otoczeniu inkluzji jednoznacznie
wskazuje, ze w tym konkretnym przypadku przeniesienie inkluzji z domeny Lo do Lp wiaze
si¢ z niekorzystnym wzrostem liczby kontaktéw migdzy woda, a blona.

Whioski dotyczace segregacji modelowych inkluzji pomigdzy domenami btonowymi,
przetestowatem nastgpnie przy wykorzystaniu rzeczywistych czasteczek transbtonowych:
karotenoidéw: zeaksantyny i astaksantyny, oraz helikalnych peptydow: WALP 1 KALP.

Pokazalem, ze zeaksantyna wykazuje nieznaczna preferencj¢ do lokalizowania sig¢
w domenie nieuporzadkowanej. Podobnie jak w przypadku modelowych inkluzji, za-
uwazylem, ze wklad elektrostatyczny sprzyja segregacji zeaksantyny do domeny nieuporzad-
kowanej, podczas gdy wktad dyspersyjny utrudnia ten proces. W zgodzie z tym wnioskiem,
wykazatem, ze zwigkszenie polarnoSci czasteczki karotenoidu skutkuje zwigkszona prefe-
rencja do jej segregacji do domeny nieuporzadkowanej. Jest to takze zgodne z moimi
wczesniejszymi obserwacjami dla modelowych inkluzji, gdzie wkiad elektrostatyczny sprzy-
jat przeniesieniu czasteczki do domeny o mniejszym upakowaniu.

Przeprowadzone symulacje wykazaty takze, ze peptyd WALP, zakotwiczony do re-
jonéw polarnych btony za posrednictwem reszt tryptofanu, wykazuje preferencje do domeny
nieuporzadkowanej, czemu sprzyja wklad elektrostatyczny. Natomiast dla tego samego pep-
tydu, wkiad dyspersyjny utrudnia przeniesienie do domeny nieuporzadkowanej, podobnie jak
w przypadku modelowej inkluzji.

W przypadku peptydu KALP, zawierajacego dodatnio natadowane reszty lizynowe, za-
uwazylem, ze zarowno wktlad elektrostatyczny, jak 1 dyspersyjny, sprzyjaja przeniesieniu do
domeny nieuporzadkowanej. Wynika to z budowy chemicznej lizyny, ktérej taficuchy nie
tworza korzystnych oddzialywan z acylowymi taicuchami lipidéw. Ttumaczy to korzystny
wplyw wktadu dyspersyjnego na segregacje inkluzji do domeny nieuporzadkowanej, nieob-
serwowany wczesniej dla modelowej inkluzji.

Generalna sp6jnos¢ wynikow otrzymanych dla modelowych inkluzji i rzeczywistych
czasteczek sugeruje uniwersalno$s¢ mechanizméw bioracych udziat w segregacji czasteczek

transbtonowych pomigdzy domenami o r6znym stopniu uporzadkowania.

4.5 Rola niedopasowania hydrofobowego w wybranych procesach o znaczeniu biolog-

icznym

Aby ocenié, w jakim stopniu wnioski wyptywajace z badan nad modelowymi inklu-
zjami maja tez zastosowanie do uktadéw rzeczywistych, zbadalem dalej rolg, jaka niedopa-
sowanie hydrofobowe moze petni¢ w wybranych procesach o znaczeniu biologicznym, ta-
kich jak specyficzna i niespecyficzna asocjacja oraz reorientacja czasteczek w btonie. Do-
datkowo zbadalem, czy model niedopasowania hydrofobowego moze takze ttumaczy¢ zmia-
ny wlasciwosci fizykochemicznych podwdjnej warstwy lipidowej wywotane dodatkiem in-
nych czasteczek amfifilowych.
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4.5.1 Asocjacja rzeczywistych inkluzji

W tej sekcji przedstawi¢ wyniki dotyczace wpltywu niedopasowania hydrofobowego
na asocjacj¢ cholesterolu z zaprojektowanymi peptydami transbtonowymi. Ponadto przed-
stawig, w jaki sposob niedopasowanie hydrofobowe wptywa na wiazanie biatka prekur-
sorowego amyloidu (APP) z enzymem btonowym vy-sekretaza. Pokaz¢ takze, jak dodatnie
niedopasowanie hydrofobowe sprzyja agregacji koniugatéw peptydu TP10 z antybiotykiem

lewofloksacyna, co prowadzi do powstania obszaréw nieciagtosci w btonie.

Specyficzne wiazanie cholesterolu do peptydow transblonowych

Te czgs$¢ badan zrealizowatem we wspdlpracy z zespotem prof. H.J. Risselady (TU
Dortmund), ktéry za cel postawit sobie zaprojektowanie sekwencji peptydéw transbtonowych
wiazacych si¢ specyficznie z cholesterolem. Za pomoca podejscia faczacego gruboziar-
niste symulacje dynamiki molekularnej z optymalizacyjnym algorytmem genetycznym, ze-
spot powyzszy zaproponowal, ze peptyd o sekwencji D3K3L;K3D3 (oznaczany jako L11;
Rys. 4.29) jest zdolny do specyficznego wigzania cholesterolu w obrgbie dwuwarstwy lipido-

wej.

Q

~ Ala

‘”ﬁ M Asp

Leu

/%5;\ >

L11 KALP21

LTM = 11 reszt LTM == 15 reszt

A

D = 1.6 nm D = 2.1 nm

Rys. 4.29: Struktura peptydéw L11 oraz KALP21. Poszczegdlne rodzaje aminokwasow zostaty oznaczone kolorystycznie zgodnie z legenda. Dodatkowo na
niebiesko oznaczylem atomy azotu w taiicuchu bocznym reszt lizyny. Ponizej kazdego peptydu podatem liczbe reszt tworzacych jego fragment hydrofobowy
(Ltm) oraz odpowiadajaca mu dlugos¢ hydrofobowa (Dym).
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Moim zadaniem byto zweryfikowanie tej hipotezy, z zastosowaniem pelnoatomowego
wariantu dynamiki molekularnej. W tym celu wyznaczytem profil energii swobodnej opisu-
jacy asocjacje¢ peptydu L11 z cholesterolem w blonie sktadajacej si¢ z fosfolipidow POPC
1 cholesterolu o stezeniu 30 % mol (POPC/CHL). Dla celéw poréwnawczych przeprowadzi-
tem analogiczne obliczenia dla peptydu KALP21, ktéry jest znany z braku specyficznego
wigzania cholesterolu. Struktury obu peptydéw wraz z ich dlugoSciami hydrofobowymi

przedstawitem na Rys. 4.29.

0.5F

0.0 —

-0.5f

— L11
-1.0F KALP21

Energia swobodna [kcal/mol]

0.8 1.0 1.2 14 16 1.8 2.0
Odlegtos¢ [nm]

Rys. 4.30: Profile energii swobodnej dla wiazania cholesterolu z peptydami L11 i KALP21. Wspétrzedna reakcji zostata zdefiniowana jako odlegtos¢ migdzy
$rodkami mas uktadu steroidowego cholesterolu i atoméw C,, reszt aminokwasowych 1-11 (w L11) oraz 1-12 (w KALP21), stanowiacych potowe sekwencji

kazdego z peptydéw. Dodatkowo, ta odlegtos¢ zostata zrzutowana na ptaszczyzng réwnolegta do powierzchni btony.

Wyniki pokazane na Rys.4.30 ujawniaja wyrazne minimum energetyczne w przy-
padku cholesterolu zwiazanego z LL11 (odleglos¢ okoto 0.7 nm), osiagajace gltebokos$¢ ok.
—1.2 kcal/mol. Natomiast w przypadku peptydu KALP21, dla tej samej odlegtosci, nie za-
obserwowatem minimum energetycznego. Zatem symulacje pelnoatomowe potwierdzaja
dotychczasowe wnioski sugerujace, ze — w przeciwienstwie do peptydu KALP21 — L11
wykazuje pewna specyficzno$¢ wzglgdem cholesterolu.

Aby wyjasni¢ réznice w zdolnosci obu peptydéw do wiazania cholesterolu, obliczytem
ich dlugosci hydrofobowe (D). Dla L11 dtugosé ta wyniosta 1.6 nm, podczas gdy dla

KALP21 wynosita ona 2.1 nm. Ustalitem réwniez, ze §rednia grubo$¢ warstwy hydrofobowej
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w niezaburzonej blonie POPC/CHL (Dyy) wyniosta okoto 3.2 nm. Wobec tego, umieszcze-
nie zaréwno L11, jak i KALP21 w obrebie tej blony skutkuje pojawieniem si¢ ujemnego
niedopasowania hydrofobowego. Jest ono jednak wyraznie wigksze dla L11 (AD =-1.6) niz
dla KALP21 (AD =-1.1 nm).

W badaniach nad modelowymi inkluzjami pokazatem, ze wielkos¢ AD istotnie
wplywa na stopien zaburzenia blony, co skutkuje tym wigkszym Scienieniem blony i1 ob-
szarem zaburzenia btony, im silniej ujemne jest AD. W zwiazku z tym chciatem sprawdzic,
czy bardziej ujemne AD dla L11 w poréwnaniu do KALP21 idzie w parze ze zwigkszonym
zaburzeniem btony. W tym celu wyznaczytem Dy w funkcji odlegtosci od peptydu L11 oraz
KALP21 (R).

3.4

Dy btony niezaburzonej

3.2

3.0

2.8

Dy [nm]

2.6

2.4r1

— 11
KALP21

2.2

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Odlegtos¢ od peptydu, R [nm]

Rys. 4.31: Lokalna grubos¢ hydrofobowego rdzenia btony (D) w zaleznosci od odlegtosci od peptydu L11 lub KALP21 (R). Dodatkowo, przerywana linia
oznaczylem przyblizong warto$¢ Dy dla btony niezaburzone;j.

Na Rys.4.31 pokazatem, ze w przypadku peptydu L11, warto§¢ Dy w odleglosci
0.5 nm od peptydu wynosi okoto 2.5 nm, a krzywa osiaga warto$¢ odpowiadajaca Dy blony
niezaburzonej dla R o wartosci okoto 2.0 nm. Analogicznie, dla peptydu KALP21 uzyskatem
wartoSci Dy okoto 2.7 nm oraz R o wartosSci okoto 1.5 nm. Wobec tego mozna zauwazy¢, ze
peptyd L11 znacznie bardziej zaburza btong niz KALP, a grubo$¢ btony w sasiedztwie L11
jest znacznie mniejsza niz w przypadku KALP. Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzaja

postawiong przeze mnie hipotezg.
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Dotychczasowe badania [186] wykazaty, ze ze wzgledu na swoja strukturg chemiczna,
czasteczki cholesterolu moga znacznie tatwiej reorientowaé si¢ w blonie niz czasteczki
lipidéow. W wyniku tego obserwuje si¢ czgsto akumulacje cholesterolu w zaburzonych ob-
szarach btony. Poniewaz L11 bardziej Scienia btong w swoim sasiedztwie niz KALP21,
mozna przypuszczaé, ze sita napgdowa do asocjacji cholesterolu z tym pierwszym peptydem
bedzie wigksza.

>

B

Energia oddziatywan [kcal/mol]

energia oddziatywan CHL z:
— biatko — K4
woda — K5
-15 —— blona — K6
-20F

0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
Odlegtos¢ [nm]

Rys. 4.32: (A) Zaleznos¢ energii oddziatywania pomigdzy czasteczka cholesterolu a: peptydem L11 (niebieski), woda (pomarariczowy) i blona (zielony).
Dodatkowo zostaty przedstawione profile energii oddziatywania cholesterolu z trzema resztami lizyny: K4, K5 i K6. (B) Struktura przedstawiajaca tworzenie
si¢ korzystnych oddziatywan cholesterolu (czerwony) z resztami lizyny K5 i K6 (blekitny) znajdujacymi si¢ w peptydzie L11 (z6tty).

Aby szczegdtowo zbada¢ mechanizm stabilizacji kompleksu cholesterolu z pepty-
dem L11, dokonatem analizy zmian energii oddzialywan pomigdzy czasteczka choleste-
rolu a poszczegdlnymi elementami uktadu w procesie wigzania cholesterolu do peptydu
(Rys.4.32A). Ze wzglgdu na obecno$¢ nietypowego klastra lizynowego w sekwencji L11,
osobno wyznaczytem energie oddzialywania cholesterolu z trzema resztami lizynowymi (K4,
K51Ko).

Jak mozna zaobserwowac na Rys.4.32A, wiazaniu czasteczek towarzyszy spadek
energii potencjalnej oddziatywania cholesterolu z peptydem, z czego za niemal polowe
odpowiada wytworzenie korzystnych oddziatywan z resztami K5 i K6. Zgodnie z oczekiwa-
niami, ten korzystny spadek energii potencjalnej zwigzany z oddziatywaniami cholesterol-
peptyd jest skompensowany przez niekorzystny wzrost energii cholesterol-btona wynikajacy
z czgsSciowej utraty kontaktow migdzy cholesterolem a czasteczkami lipidéw. W wyniku
tworzenia kompleksu nieznacznemu ostabieniu podlegaja tez oddzialywania pomiedzy
cholesterolem a woda.

Wyznaczony przeze mnie profil Dy (Rys.4.31) oraz analiza zmian energii oddziaty-
wan (Rys. 4.32A) sugeruja, ze minimum na krzywej energii swobodnej, opisujacej wiazanie

cholesterolu do L11 (patrz: Rys.4.30) wynika z dwoch gtéwnych czynnikéw. Po pierwsze,
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z wystapienia Scienienia btony w otoczeniu L11, a po drugie, ze specyficznego oddziatywania
cholesterolu z resztami lizynami. Reprezentatywna klatke przedstawiajaca, jak cholesterol
wiaze si¢ z L11, zaprezentowatem na Rys. 4.32B.

Podsumowujac, zmiany energii swobodnej towarzyszace asocjacji cholesterolu z pep-
tydami L11 i KALP21 ujawniaja, ze mozliwe jest zaprojektowanie peptydéw wykazujacych
pewna specyficzno$¢ wzgledem cholesterolu. Wiazanie moze mie¢ miejsce zwlaszcza wte-
dy, gdy mamy do czynienia z silnie ujemnym niedopasowaniem hydrofobowym pomigdzy
peptydem a gruboscig btony prowadzacym do znaczacego Scienienie btony w sasiedztwie
peptydu. Dtugos¢ hydrofobowa cholesterolu jest wyraznie krétsza niz u lipidoéw, a co wigcej,
cholesterol moze stosunkowo tatwo dostosowywaé tg dlugo$¢ poprzez zmiang konformacji
taficucha bocznego. Dlatego tez cholesterol chgtnie gromadzi si¢ w obszarze Scienienia btony.
Dodatkowo, stabilno$¢ wigzania cholesterolu do peptydu moze zosta¢ zwigkszona przez po-

larne oddzialywania pomigdzy resztami lizynowymi a grupa hydroksylowa cholesterolu.

Wiazanie biatka prekursorowego amyloidu do y-sekretazy

v-sekretaza to biatko, ktérej gléwna funkcja jest rozszczepianie peptydéw i biatek sy-
gnalizacyjnych w obrgbie ich domeny transbtonowej [67]. Sktada si¢ czterech giéwnych
podjednostek: preseniliny (PS-1), PEN-2, APH-1 oraz nikastryny, ktérych strukturg i umiej-
scowienie w blonie przedstawitem na Rys. 1.2. Jednym z najbardziej znanych substratow v-
sekretazy jest biatko prekursorowe amyloidu (APP), ktére jest zwiazane z rozwojem choroby
Alzheimera.

W kontekscie przedstawionego w podrozdziale 1.6.2 wplywu cholesterolu na akty-
wnos$¢ proteolityczng y-sekretazy, wraz z dr. Lukaszem Nierzwickim podjeliSmy probe
ustalenia molekularnego podtoza tej zaleznoSci. W szczegdlnosci, zaintrygowala nas réznica
pomigdzy dtugoscig substratow takich jak APP a gruboscia btonowej fazy uporzadkowane;]
indukowanej obecnoscia cholesterolu, ktéra prowadzi do znacznego ujemnego niedopasowa-
nia hydrofobowego.

Wyniki uzyskane przez dr. Nierzwickiego ukazatly, ze gdy blona DPPC jest wzboga-
cona w cholesterol (DPPC/Chl), APP chetnie wiaze si¢ z y-sekretaza w centrum katality-
cznym, znajdujacym si¢ w rejonie helis 6 1 9 podjednostki PS-1 (h69). Natomiast usunigcie
cholesterolu skutkowalo istotnym zmniejszeniem powinowactwa APP do h69. W zwiazku
z tym zadatem sobie pytanie, czy dodanie cholesterolu do btony DPPC rzeczywiscie skutkuje
pojawieniem si¢ niedopasowania hydrofobowego pomigdzy substratem a gruboscia blony
i czy to niedopasowanie moze odpowiadac¢ za zwigkszone powinowactwo substratu do vy-
sekretazy. W tym celu przeprowadzitem analiz¢ map lokalnej grubosci blon DPPC oraz
DPPC/Chl, zar6wno w otoczeniu y-sekretazy jak i APP.

Na Rys.4.33 mozemy zaobserwowaé, ze w blonie zawierajacej cholesterol istnieje
wyrazny obszar o zmniejszonej grubosci w sasiedztwie h69, co wskazuje na wystgpowanie

w tym miejscu ujemnego niedopasowania hydrofobowego. Natomiast w btonie ztozone]
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tylko z DPPC mozna zauwazy¢ obszary o nieznacznie zwigkszonej, jak i zmniejszonej
lokalnej grubosci. Stwierdzamy zatem brak istotnych réznic w poréwnaniu do usrednione;j
wartoSci grubosci btony w sasiedztwie h69.

DPPC DPPC/Chl

D,, = 4.06 nm D,y =4.76 nm

Leed 1 M L 1 NM
B
-0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50

Réznica grubosci wzgledem
btony niezaburzonej [nm]

Rys. 4.33: Réznicowe mapy lokalnej grubosci btony w otoczeniu y-sekretazy oraz APP w btonach DPPC i DPPC/Chl rézniacych si¢ Srednimi grubosciami
(Davg)-

Podobnie, mapy grubosci przedstawiajace obie btony w otoczeniu APP (Rys. 4.33)
réwniez ujawnity réznice. W btonie zawierajacej cholesterol widzimy wyrazny obszar §cie-
nienia blony, co wskazuje na ujemne niedopasowanie hydrofobowe. W przypadku btony
pozbawionej cholesterolu nie obserwujemy zmian w lokalnej grubosci btony. Ponadto,
roznice w ksztaltach APP pomigdzy blonami sugeruja, ze czasteczka APP jest przechylona
w cieniszej blonie DPPC, aby zminimalizowaé dodatnie niedopasowanie hydrofobowe. Jak
to ustalitem w czesci dotyczacej modelowych inkluzji, przechylanie si¢ czasteczek trans-
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btonowych w wyniku dodatniego niedopasowania hydrofobowego zmniejsza sil¢ napgdowa
do ich asocjacji.

Zdecydowalem si¢ skoncentrowal na analizie gruboSci blony w obszarze h69 y-
sekretazy i APP, aby doktadniej zrozumie¢, w jaki sposéb zmiany w $rednich grubo$ciach
btony w tych obszarach przyczyniaja si¢ do ksztattowania sit napedowych sprzyjajacych
asocjacji substratow. Wyznaczylem profile gestosci fosforanéw wzdluz osi prostopadte]
do powierzchni btony w otoczeniu h69, APP oraz w niezaburzonej blonie. Na Rys. 4.34A
mozna zaobserwowac, ze w przypadku btony DPPC/Chl potozenia maksiméw profili opisuja-
cych gestos¢ fosforandw w sasiedztwie h69 oraz APP sa przesunigte w kierunku mniejszych
odlegtosci od Srodka btony w poréwnaniu do blony niezaburzonej. Oznacza to, ze Srednie
grubosci blony w sasiedztwie substratéw, obliczone na podstawie tych profili, sa mniejsze
niz dla btony niezaburzonej. W konsekwencji, profile potwierdzaja obserwacje z Rys. 4.33,
zgodnie z ktérymi zaréwno w sasiedztwie h69, jak i APP pojawia si¢ ujemne niedopasowanie
hydrofobowe, ktére jest odpowiedzialne za pojawienie si¢ sit napgdowych sprzyjajacych
asocjacji.

W przypadku btony DPPC (Rys. 4.34A) mozemy zauwazy¢, ze potozenie maksimum
profilu jest przesunigte wzgledem niezaburzonej btony w kierunku mniejszych odlegtosci
wylacznie w sasiedztwie APP. Dlatego mozemy stwierdzi¢, ze Srednia grubo$¢ btony
w sasiedztwie APP jest mniejsza niz dla blony niezaburzonej. Natomiast dla blony
w sasiedztwie h69 obserwujemy profil z dwoma maksimami, gdzie wyzsze maksimum wy-
stepuje dla odlegto$ci wigkszej niz dla blony niezaburzonej, z kolei nizsze znajduje sig¢
w odleglosci mniejszej niz dla blony niezaburzonej. Na podstawie tych danych mozemy
stwierdzié, ze Srednia gruboS¢ blony w sasiedztwie h69 jest podobna jak w przypadku blony
niezaburzonej. Analizujac §rednie grubosci bton dochodzimy do wniosku, ze w sasiedztwie
APP wystepuje ujemne niedopasowanie hydrofobowe, podczas gdy w sasiedztwie h69 nie
pojawia si¢ takie niedopasowanie. Moze to wyjasniac, dlaczego asocjacja APP 1 h69 w btonie
DPPC nie jest tak faworyzowana jak w przypadku DPPC/Chl.

Zmiany w Srednich gruboSciach blony sa zwykle powiazane ze zmianami w uporzad-
kowaniu konformacyjnym taficuchéw acylowych lipidéw [5]. W zwiazku z tym, postanowi-
tem sprawdzié, w jaki sposéb wspéiczynniki uporzadkowania (Scp) lipidéw zmieniajg si¢
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla btony niezaburzone;.

Wspoétczynnik Scp dostarcza informacji na temat orientacji strukturalnej oraz elasty-
cznosci taincuchéw lipidowych, co mozna powiazac¢ z ich entropia konfiguracyjna. Wysokie
wartoSci Scp (w zakresie od 0.2 do 0.5) sugeruja, ze tancuchy lipidowe utozone sa w orien-
tacji prostopadlej do powierzchni blony oraz charakteryzuja si¢ niewielka swoboda konfor-
macyjna, co przektada si¢ na niska entropi¢ konfiguracyjna. Te cechy sa typowe dla bton
zawierajacych nasycone lipidy, zwlaszcza w obecno$ci domieszki cholesterolu, co sprzyja

zwigkszeniu uporzadkowania lipidow.
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Rys. 4.34: (A) Profile gestosci fosforanéw wzdhuz osi prostopadiej do powierzchni btony w otoczeniu h69, APP oraz w niezaburzonej btonie. Srednia grubosé
btony obliczytem poprzez usrednienie z odpowiednimi wagami odlegtosci pomigdzy fosforanami z obu listkéw dwuwarstwy. W przypadku btony DPPC
mozna zauwazy¢, ze grubos¢ blony w sasiedztwie APP jest mniejsza niz dla btony niezaburzonej. Natomiast w sasiedztwie h69 widzimy dwumodalny
rozktad, dla ktérego usredniona warto$¢ grubosci sugeruje brak istotnych réznic w poréwnaniu ze $rednig gruboscig btony niezaburzonej. W btonie DPPC/Chl
mozna zauwazy¢ zmniejszona grubos¢ w otoczeniu zaréwno h69, jak i APP, w poréwnaniu do niezaburzonej btony. (B) Zaleznos¢ wspétczynnika
uporzadkowania Scp (opisana w podrozdziale 3.7.3) od numeru atomu wegla 2’ do ‘15” w taficuchach acylowych lipidéw w otoczeniu h69, APP oraz w
niezaburzonej btonie. W przypadku blony DPPC mozna zauwazy¢ wyrazny spadek Scp dla lipidéw znajdujacych si¢ w sasiedztwie APP w poréwnaniu do
niezaburzonej btony, podczas gdy w otoczeniu h69 nie obserwujemy istotnych zmian. Z kolei w btonie DPPC/Chl obserwujemy spadek Scp zar6wno w
otoczeniu APP, jak i h69, w poréwnaniu do btony niezaburzone;j.

Z kolei niskie wartoSci Scp (w zakresie od 0.0 do 0.2) wskazuja na duze odchylenie
tancuchow lipidowych od orientacji prostopadtej, a takze na wysoka swobod¢ konforma-
cyjna lipidéw i zwigzane z tym zwigkszenie entropii konfiguracyjnej. Takie wartosci Scp sa
charakterystyczne dla blon zawierajacych nienasycone lipidy.

Rys. 4.34B ilustruje, ze w btonie DMPC/Chl w otoczeniu zaréwno h69, jak 1 APP, ob-
serwuje si¢ obnizenie wartoSci wspélczynnika Scp w poréwnaniu do niezaburzonej biony.
Stwierdzamy zatem, ze pojawienie si¢ ujemnego niedopasowania hydrofobowego w obszarze
h69 1 APP przekiada si¢ na zmniejszenie uporzadkowania konformacyjnego tancuchéw acy-
lowych lipidéw.

Z kolei w przypadku btony DPPC (Rys. 4.34B) widzimy spadek wartoSci Scp wzgle-
dem btony niezaburzonej wyltacznie w obszarze blony w sasiedztwie APP, co jest zgodne

z wczesniej zaobserwowanym ujemnym niedopasowaniem hydrofobowym (Rys.4.34A).
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W btlonie tej natomiast nie obserwujemy wyraznych réznic w warto$ciach Scp pomigdzy
rejonem sasiadujacym z h69 a blong niezaburzona. Ponownie dobrze koresponduje to
z brakiem niedopasowania hydrofobowego w tym obszarze.

Wyznaczone przeze mnie grubosci bton oraz profile Sy sugeruja istotng rolg niedopa-
sowania hydrofobowego w procesie wigzania substratow przez y-sekretazg. Zadalem sobie
zatem pytanie, czy wpltyw niedopasowania hydrofobowego na powinowactwo substratoéw do
v-sekretazy jest dominujacy. Czy moze, alternatywnie, wystepuja inne, rownie wazne efekty,
ktore takze wymagaja uwzglednienia (np. specyficzne oddziatywania z cholesterolem).
W zwiazku z tym, postanowitem oszacowac wktad do energii swobodnej wigzania, zwigzany
z niedopasowaniem hydrofobowym (AGAp), korzystajac z teorii napigcia liniowego (patrz:
podrozdziat 1.5.3). Teoria ta pozwala na oszacowanie wktadu do energii swobodnej asocjacji
wynikajacego ze zmniejszenia si¢ obwodu obszaru zaburzonego przez asocjujace czasteczki.
W tym celu obliczylem obwody obszaréw lokalnego $cienienia btony, ktére zdefiniowatem
jako obszary, gdzie grubo$¢ btony byta o 1.5 nm mniejsza w poréwnaniu z gruboScia btony
niezaburzonej. Obwody te policzylem dla trzech przypadkéw: 1) gdy czasteczki znajduja si¢
z dala od siebie (XY-odlegto§¢ — o), ii) w stanie posrednim (XY-odlegtos¢ okoto 1.6 nm)
oraz iii) w stanie zwigzanym (XY-odlegto$¢ okoto 1.1 nm).

— —
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Rys. 4.35: Mapy lokalnej grubosci btony w otoczeniu APP oraz h69 w odleglosci: (lewy) nieskoriczenie duzej, (Srodkowy) 1.6 nm oraz (prawy) 1.1 nm. Na
mapach pokazatem takze oszacowane wartosci obwodéw obszaru lokalnego $cienienia btony (p), zaznaczone liniami przerywanymi.

Wyniki przedstawione na Rys.4.35 wskazuja, ze asocjacja czasteczek wiaze si¢ ze
zmniejszeniem obwodu obszaru zaburzenia btony o Ap =-7.4 nm. Zgodnie z definicja za-
warta w podrozdziale 1.5.3, do oszacowania AGAp niezbgdne jest (choby zgrubne) osza-

cowanie warto$ci napigcia liniowego o. Poniewaz btona DMPC/Chl w sasiedztwie h69 i APP,
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a takze w stanie niezaburzonym, rdznig si¢ stopniem uporzadkowania konformacyjnego
lipidéw (Rys. 4.34), postanowitem wykorzystac tu zmierzone do§wiadczalnie wartoSci napig-
cia liniowego o migdzy domena uporzadkowana a nieuporzadkowana, wynoszace okoto
1-3 pN [187]. Dzigki temu oszacowatem, ze AGap miesci si¢ w przedziale od —1.1
do —3.2 kcal/mol. Taka wartos¢ jest zgodna z energia swobodng asocjacji APP przez h69
(AGgsocjacja) Otrzymang przez dr. Lukasza Nierzwickiego, wynoszaca okofo —3.6 kcal/mol.

Dodatkowo, analiza r6znic migdzy stanem poSrednim a stanem zdysocjowanym
prowadzi do wynikéw odpowiednio: Ap =4 nm oraz AGAp € (-1.7,-0.6 kcal/mol).
W zwiazku z tym mozemy twierdzié, ze niedopasowanie hydrofobowe jest odpowiedzialne
za dalekozasiggowe przyciaganie miedzy APP a vy-sekretaza, co sugeruje rOwniez nachyle-
nie profilu na Rys. 1.3). Moje wyniki pokazuja wigc, ze niedopasowanie hydrofobowe ma
kluczowy wptyw na wiazanie substratow przez y-sekretazg, poniewaz oszacowana przeze
mnie wartoS§¢ AGAp z zastosowaniem teorii napigcia liniowego pokrywa si¢ z wartosScia
AGgsocjacja Uzyskana poprzednio na podstawie profilu energii swobodnej (patrz: Rys. 1.3).
Co wigcej, uzyskane wyniki sugeruja, ze wigzanie APP przez y-sekretaze jest wynikiem
dalekozasiegowych sit mediowanych przez zaburzone czasteczki lipidow.

Podsumowujac, w tym podrozdziale zaproponowatem wyjasnienie roli cholesterolu
w procesie wiagzania APP przez vy-sekretazg, wskazujac na istotny wptyw niedopasowania
hydrofobowego dla tego wiazania. Pokazatem, ze dodanie cholesterolu do bilony DPPC
prowadzi do istotnego jej pogrubienia. W tak zmodyfikowanej blonie, w sasiedztwie zar6wno
APP jaki 1 centrum katalitycznego vy-sekretazy, ktére znajduje si¢ w poblizu helis ‘6”1 ‘9’
preseniliny (h69), obserwujemy obszary lokalnego Scienienia blony w poréwnaniu do blony
niezaburzonej. Wnioskujemy stad, ze pomigdzy btong zawierajaca cholesterol a APP oraz
centrum katalitycznym h69 y-sekretazy wystgpuje wyrazne ujemne niedopasowanie hydro-
fobowe. W konsekwencji, asocjacja APP do y-sekretazy prowadzi do zmniejszenia obszaru
zaburzenia btony. Korzystajac z teorii napigcia liniowego, pokazatem, ze niedopasowanie
hydrofobowe odgrywa dominujaca role w wiazaniu APP do y-sekretazy, ktére zachodzi bez
udziatu specyficznych oddziatywan migdzy nimi.

W zgodzie z powyzszym mechanizmem, usuni¢cie cholesterolu z blony DPPC
prowadzi do obnizenia powinowactwa APP do vy-sekretazy. Wynika to ze zmniejszenia
grubosci blony w otoczeniu APP, w poréwnaniu do niezaburzonej btony DPPC, przy jedno-
czesnym braku zmian w grubosci btony w sasiedztwie h69. To sugeruje, Ze niedopasowanie
hydrofobowe wystgpuje wytacznie w otoczeniu APP, podczas gdy w otoczeniu h69 nie ob-

serwujemy tego zjawiska.

Agregacja koniugatéw peptyd-antybiotyk w obrebie blon lipidowych

Jak wspomnialem w podrozdziale 1.6.3 innowacyjng grupa czynnikdw cytotoksy-
cznych, mogacych znalez¢ zastosowanie w chemioterapii, sa peptydy transbtonowe o dzia-

faniu selektywnym, ktére wykazuja wigksza aktywno$¢ wobec komérek nowotworowych
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w poréwnaniu do komérek zdrowych. Ich mechanizm dziatania polega na zaburzaniu
ciagtosci btony komérkowej, co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki. Przyktadem
takiego zwiazku jest peptyd transportan 10 (TP10), ktéry wykazuje znaczng selektywnoS¢
wobec komérek nowotworu szpiku kostnego, raka szyjki macicy czy migsaka kosciopochod-
nego [188, 189].

Warto zaznaczyC, ze typowe chemioterapeutyki wykazuja zazwyczaj aktywnoS¢
zarowno wobec komorek nowotworowych, jak i tych zdrowych komorek, ktére podlegaja
statym podziatom komérkowym, w tym komoérek uktadu immunologicznego. W zwiazku
z tym chemioterapia prowadzi do upoSledzenia odpornosci i zwigksza ryzyko infekcji mikro-
biologicznych. Aby zminimalizowac to ryzyko, podczas chemioterapii rOwnoczesnie podaje
si¢ antybiotyki, m.in. z grupy fluorochinolonéw, takie jak lewofloksacyna (LVX).

Mimo zastosowania kompleksowego leczenia chemioterapia i antybiotykami, umieral-
no$¢ na nowotwory szpiku kostnego i zwiagzane z nim powiktania utrzymuje si¢ na poziomie
20-40% [86]. Co wigcej, przedtuzona terapia antybiotykami z grupy fluorochinolonéw
moze prowadzi¢ do stresu oksydacyjnego, co z kolei prowadzi do utleniania lipidéw, a takze
zaburzenia struktury biatek i DNA.

Zespot badawczy pod kierownictwem prof. Krzysztofa Rolki z Uniwersytetu
Gdanskiego prowadzi badania nad nowymi zwigzkami o charakterze koniugatéw, ktére moga
znaleZ¢ zastosowanie m.in. w efektywnym leczeniu ostrej biataczki szpikowej. Jednym
z tych koniugatéw jest zwiazek TP10—-NH,; —LVX oraz jego modyfikacje. Skifada si¢
z peptydu TP10, ktérego N-koniec, zawierajacy mostek disiarczkowy, polaczony jest z LVX
poprzez grupe karboksylowa (patrz: Rys. 1.4), a C-koniec zawiera ugrupowanie amidowe.
Wyniki eksperymentéw wykazaty, ze koniugat zachowuje zaréwno wilasciwosci cytotoksy-
czne peptydu TP10, jak 1 przeciwbakteryjne niezmodyfikowanej LVX [93, 94]. Co wigcej,
stwierdzono, ze koniugat TP10—-NH, —LVX wywotuje znacznie mniejszy stres oksydacyjny
niz niezmodyfikowana LVX.

Stad istotne bylo zbadanie mechanizmu cytotoksycznosci koniugatu TP10 - NH, —
LVX w kontekscie jego potencjalnego dzialania przeciwnowotworowego. Poznanie tego
mechanizmu ulatwitoby dalszy rozwdj tej klasy chemioterapeutykéw. Moim zadaniem byto
zbadanie molekularnego mechanizmu dziatania koniugatéw na btong lipidowa oraz okresle-
nie, w jaki spos6b moga one wptywac na zaburzanie ciagtosci btony lipidowej, co sugerowaty
dotychczasowe badania [91].

W pierwszej kolejnosci, aby uzyska¢ odpowiedzZ na pytanie dotyczace powinowactwa
1 preferowanego utozenia monomerycznej formy TP10—-NH,; —-LVX w blonie, przeprowa-
dzilem obliczenia majace na celu okreslenie zmian energii swobodnej towarzyszacych prze-
niesieniu koniugatu w poprzek dwuwarstwy lipidowej POPC. W tym celu wyznaczytem
dwuwymiarowa mape energii swobodnej (Rys. 4.36a), gdzie jedna ze wspoétrzednych reakcji

opisywata odlegtos$¢ rzutowana na o$ prostopadia do powierzchni btony (Z-odlegtos$¢) migdzy
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Rys. 4.36: Wyniki uzyskane w symulacjach dynamiki molekularnej koniugatu TP10—NH, ~LVX. (a) Dwuwymiarowa mapa opisujaca energetyke
przeniesienia koniugatu w funkcji odlegtosci TP10 od s$rodka btony (0§ pozioma) oraz odlegtosci LVX od Srodka btony (0§ pionowa). Obie odlegtosci zostaty
dodatkowo zrzutowane na o§ normalng do powierzchni btony. (b) Profil energii swobodnej poréwnujacy energetyczny koszt przeniesienia koniugatu w
poprzek btony POPC. (c) Reprezentatywna klatka ukazujaca tworzenie si¢ kanatlu wodnego w btonach POPC zawierajacych tetramer TP10—NH, -LVX.
Obszar, w ktérym srednia ggstosé czasteczek wody jest wigksza niz 0.05 g/cm?, oznaczylem kolorem czerwonym. (d) Liczba czasteczek wody znajdujacych
si¢ w odlegtosci 0.5 nm od srodka btony w funkcji czasu, w uktadach zawierajacych cztery rozseparowane przestrzennie monomery TP10—NH; -LVX lub
jeden tetramer TP10—NH, —LVX, w nieuporzadkowanej btonie POPC i btonie ztozonej z DMPC i cholesterolu o stezeniu 30% mol (raft).

Na Rys. 4.36a mozemy zauwazy¢ wyrazne minima energetyczne w odlegtosci okoto
1.0 nm od Srodka btony, zaréwno dla TP10, jak i LVX. Z kolei wyznaczona przeze mnie
Srednia odlegto$¢ grup karbonylowych lipidéw od Srodka btony, stanowiaca potowe grubosci
warstwy hydrofobowej btony (0.5 D) wyniosta okoto 1.4 nm. Wskazuje to, ze koniu-
gat wykazuje powinowactwo do btony. Dodatkowo, koniugat przyjmuje w btonie orien-
tacje rownolegla do powierzchni (orientacja horyzontalna), pozostajac w kontakcie z po-
larnym rejonem blony. Wynika to z amfipatycznej budowy helisy TP10, ktéra sprawia, ze
monomeryczne peptydy preferencyjnie orientuja si¢ w blonie tak, by swoja strona polarna
zwracacé si¢ w kierunku Srodowiska wodnego a niepolarng w kierunku wnetrza btony.
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Rys.4.36a ujawnia ponadto obecnos$¢ lokalnego maksimum energii swobodnej
w odlegtosci 0.0 nm (Srodek btony). Ponownie wskazuje to, ze przy niskim stgzeniu, przy
ktérym koniugat wystepuje gtéwnie w formie monomerycznej, nie moze on przyjaé orien-
tacji prostopadiej do powierzchni btony. Wyniki sugeruja wigc, ze przy niskim stgzeniu,
koniugat nie ma mozliwosci zaburzania cigglosci blony komérkowe;.

W celu zrozumienia energetyki wigzania koniugatu z btona, wyznaczylem optymalng
Sciezke procesu (RC), czyli krzywa opisujaca przeniesienie koniugatu z jednej strony btony
(gdzie wartosci obu wspotrzednych reakcji wynosza —3 nm) na druga strong btony (wartosci
obu wspétrzednych reakcji rowne 3 nm), wzdluz Sciezki, dla ktorej wartoSci energii swo-
bodnej byty najnizsze. Na Rys.4.36b widaé, ze przeniesienie koniugatu ze Srodowiska
wodnego do wnetrza blony (w odlegtosci ok. 1 nm od Srodka blony) skutkuje spadkiem
wartoSci energii swobodnej o okoto 20 kcal/mol. Potwierdza to, ze koniugat wykazuje silne
powinowactwo do wigzania si¢ btona, przechodzac iloSciowo ze Srodowiska wodnego do
wngetrza btony.

Z Rys. 4.36b mozemy rowniez zauwazyc¢, ze wysokos¢ bariery energetycznej znajdu-
jacej si¢ w Srodku btony wynosi okoto 8 kcal/mol. Stad mozemy ponownie stwierdzié, ze
koniugat nie ma mozliwosci lokowania si¢ w centralnej czesci btony, co wynika z tendencji
czasteczek zawierajacych fragmenty polarne do pozostawania w kontakcie z polarnym re-
jonem btony, co pokazatem na Rys. 4.37. Obecnos$¢ bariery ogranicza takze szybko$¢ trans-
portu koniugatu w poprzek btony.

Postanowitem dalej sprawdzi¢, czy dla wyrazenia si¢ aktywnosSci btonowej koniugatu
TP10—NH, —LVX niezbgdna jest jego oligomeryzacja. W tym celu przeprowadzilem symu-
lacje dynamiki molekularnej, w ktérej w blonie POPC obecne byly cztery czasteczki koniu-
gatu, tworzace tetramer (Rys. 4.36¢).

W celu oceny wplywu tetrameru na ciaglo$¢ blony, przeprowadzitlem analize gesto-
Sci wody w zaleznosci od odlegtosci od Srodka btony POPC. Gestos¢ wody usrednialem
po obszarze, dla ktérego odlegto$¢ od Srodka masy tetrameru, rzutowana na plaszczyzng
réwnolegta do powierzchni btony, nie przekraczata 2.5 nm. Uzyskana przeze mnie gestos¢
wody dla btony zawierajacej tetramer porownatem z analogicznym wynikiem dla btony nie-
zaburzonej. Wyniki zostaly usrednione dla catej trajektorii w obu przypadkach.

Z Rys. 4.38 widzimy, ze dla niezaburzonej btony gestos¢ wody w jej Srodku wynosi
0 co zgodnie z oczekiwaniami wskazuje na bardzo niska przepuszczalno$¢ btony POPC dla
czasteczek wody. Natomiast po umieszczeniu w niej tetrameru TP10—-NH, -LVX gestos¢

wody w Srodku btony wzrasta do okoto 0.05 g/cm3

. Wnioskujemy z tego, ze w otocze-
niu tetrameru pojawia si¢ obszar nieciaglosci btony, co sugeruje obecnos¢ stabilnego kanatu
wodnego. Dodatkowo zostalo to zobrazowane na Rys. 4.36¢. Stabilno$¢ kanatu wodnego
jest efektem zorientowania polarnych fragmentéw koniugatow w kierunku srodka kanatu. To

umozliwia swobodny przeptyw czasteczek wody przez kanatu na druga strong btony.
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Rys. 4.37: Reprezentatywna klatka z symulacji dynamiki molekularnej przedstawiajaca koniugat TP10—NH, —LVX w orientacji dominujacej w btonie POPC
(jasny niebieski). Kolorem z6ttym oznaczony jest fragment zawierajacy LVX oraz dwie reszty cysteinowe, tworzace mostek disiarczkowy. Reszty
aminokwasowe o charakterze niepolarnym oznaczone zostaty kolorem szarym, o charakterze polarnym — kolorem zielonym, a reszty natadowane dodatnio —
kolorem niebieskim.

Na Rys.4.36c mozemy zaobserwowaé, ze koniugaty tworzace tetramer przyjmuja
w blonie przechylong orientacje, co sugeruje obecno$¢ dodatniego niedopasowania hydro-
fobowego migdzy koniugatem a blona. Aby to zweryfikowac, oszacowatem dtugos¢ czesci
peptydowej koniugatu, ktéra wyniosta okoto 3.8 nm. Z kolei grubos¢ rdzenia hydrofobowego
btony POPC Dy, wyniosta 2.8 nm, co oznacza, ze warto§¢ AD wyniosta 1.0 nm. Mozemy
zatem spekulowac, ze oligomeryzacja TP10—NH, —LVX jest korzystna nie tylko ze wzgledu
na mozliwo$¢ tworzenia korzystnych oddziatywan migedzy czgsciami polarnymi peptydéw ze
sobg, ale takze w celu minimalizacji niekorzystnego efektu niedopasowania hydrofobowego.

Postanowitem nastgpnie zbadac, czy selektywno$¢ dziatania koniugatu moze wynikad
ze sktadu lipidowego, ktéry determinuje r6zne wiasciwosci btony. W tym celu przeanali-
zowalem stabilnoS¢ kanatu wodnego zbudowanego z tetrameru TP10-NH, -LVX w réznia-
cych si¢ warunkach: 1) w blonie zbudowanej z nienasyconego lipidu POPC o niskim upa-
kowaniu hydrofobowego rdzenia oraz ii) w btonie ztozonej z nasyconych lipidéow DMPC

1 cholesterolu (w stezeniu 30% mol), charakteryzujacej si¢ wysokim upakowaniem rdzenia.
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Rys. 4.38: Wyznaczone gestosci wody w zaleznosci od odlegto$ci od §rodka btony POPC w przypadku obecnosci tetrameru TP10—NH, —LVX oraz dla
niezaburzonej btony. Dla btony zawierajacej tetramer obliczytem gestos¢ wody w obszarze, dla ktérego odlegtos¢ od srodka masy tetrameru, zrzutowana na
ptaszczyzne réwnolegta do powierzchni btony, nie przekracza 2.5 nm. Z wykresu mozna zauwazy¢, ze umieszczenie tetrameru w btonie powoduje wzrost
gestosci wody w odlegtosci mniejszej niz 1 nm od $rodka btony, co sugeruje pojawienie si¢ kanatu wodnego.

Ponadto, aby sprawdzi¢, czy oligomeryzacja koniugatéw jest konieczna do tworzenia stabil-
nych poréw wodnych, przeprowadzitem symulacje dla kazdej z tych bton, w ktérych cztery
monomery, zorientowane transblonowo, byly odseparowane od siebie na odlegto$¢ okoto
2 nm.

Jak wspomniatem, Rys. 4.38 14.36¢ sugeruja obecno$¢ kanatéw wodnych na podstawie
gestosci czasteczek wody w Srodku btony. Z tego powodu, w celu ustalenia istnienia kanatéw
wodnych oraz poréwnania ich wielkos$ci migdzy obiema btonami (POPC i DMPC/chl), wy-
znaczylem liczbe czasteczek wody znajdujacych sie¢ w odlegtosci 0.5 nm od Srodka btony
w funkcji czasu.

Z Rys. 4.36d widac, ze dla tetrameru umieszczonego w blonie POPC liczba czasteczek
wody maleje w ciagu pierwszych 0.3 us od okoto 100 do 50. Obserwowany poczatkowy
spadek sugeruje, ze w tym czasie doszto do czgsSciowej reorganizacji czasteczek TP10—-NH, —
LVX w obrgbie tetrameru, co zwiazane byto ze stabilizacja struktury tetrameru. Rzeczy-

wiscie, po okoto 0.3 us obserwujemy ustabilizowanie si¢ liczby czasteczek wody wewnatrz
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kanatu. Wynik ten potwierdza obecnos$¢ stabilnego kanalu wodnego, co pokazatem réwniez
na Rys. 4.38.

Dla tetrameru znajdujacego si¢ w btonie zawierajacej DMPC i cholesterol, widzimy,
ze poczatkowa liczba czasteczek wody znajdujacych si¢ w Srodku btony wynosi okoto 30.
Po ok. 0.5 ys liczba ta wzrasta do okoto 40 i nastepnie utrzymuje si¢ na stalym poziomie.
Mozemy wigc twierdziC, ze tetramer tworzy stabilny kanat wodny takze w btonie o wysokim
uporzadkowaniu.

Poréwnanie liczby czasteczek wody wewnatrz zrelaksowanych tetrameréw w obu
btonach (> 0.5 us) wskazuje, ze kanaty w blonie POPC sg tylko nieznacznie szersze niz
w btonie DMPC/chl Mozemy zatem przypuszczac, ze rozmiar tych kanaléw wodnych nie
jest istotnie zalezny od upakowania lipidow.

W przypadku czterech odseparowanych monomeréw w obu btonach mozemy za-
uwazy¢, ze przez wigkszos¢ czasu liczba czasteczek wody w Srodku btony jest niewielka, co
wskazuje, ze oligomeryzacja koniugatéw jest niezbedna do utworzenia stabilnych kanatow
wodnych. Jednakze w przypadku blony zawierajacej DMPC i cholesterol, w poréwnaniu
do btony POPC, obserwujemy pewien wzrost liczby czasteczek wody po okoto 0.5 us. Ten
wzrost jest wynikiem rozpoczgcia si¢ oligomeryzacji koniugatéw w uporzadkowanej btonie.
To z kolei moze sugerowaé, ze agregaty moga chetniej tworzy¢ si¢ w blonach o wigkszym
upakowaniu, co jest zgodne z wcze$niejszymi wynikami dotyczacymi stabilnosci asocjatéw
zawierajacych modelowe inkluzje.

Na tej podstawie mozemy spekulowaé, ze przyczyny aktywnosSci koniugatéow TP10—
NH, -LVX wobec komorek biataczkowych nie leza w stabilnoSci agregatéw TP10—NH, —
LVX w btonach o r6znym stopniu upakowania lipidow. Dlatego tez przyczyny aktywnoSci
TP10—-NH; -LVX wobec komorek leza najprawdopodobniej gdzie indziej, np. wynikaja ze
zréznicowanego oddzialywania z biatkami btonowymi komérek nowotworowych i zdrowych.

Podsumowujac, koniugat LVX —NH, - LVX wykazuje bardzo silng sktonnos$¢ do
wigzania si¢ z blona, przyjmujac w niej horyzontalng orientacj¢ wzgledem powierzchni
btony i pozostajac w kontakcie z rejonem polarnym btony. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
przy niskim stgzeniu koniugatu nie obserwuje si¢ zaburzeni ciggtosci btony lipidowej. Nato-
miast przy wyzszym stezeniu koniugatu mozliwe jest tworzenie kanatéw wodnych w btonie
poprzez agregacj¢ TP10—NH, —LVX. Ponadto, wyniki sugeruja, ze na stabilno$¢ agregatéw
TP10—-NH, -LVX wptywa dodatnie niedopasowanie hydrofobowego. Z drugiej strony, sta-
bilnos$¢ kanaléw wodnych zlozonych z agregatow TP10—NH, —LVX nie zalezy od sktadu
lipidowego btony.

4.5.2 Wplyw alkoholi na wlasciwosci fizykochemicznych dwuwarstwy lipidowej

Podobnie jak sterole czasteczki alkoholi maja zdolno$¢ do wypelniania przestrzeni
pomigdzy czasteczkami lipidéw, jednoczesnie oddziatujac z polarnym rejonem blony za

posrednictwem grupy hydroksylowej. Jak wspomnialem w podrozdziale 1.6.4, badania
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przeprowadzone przez zespol prof. V.A. Raghunathana (Raman Research Institute) poz-
wolity ustali¢, ze dtugos¢ hydrofobowa dodawanego alkoholu istotnie wptywa na charakter
zmian wywolywanych we wiasciwoSciach fizykochemiczne blony. Dodatek krétkich alko-
holi prowadzi do obnizenia temperatury przejScia fazowego Ty, oraz zmniejszenia grubosci
btony, podczas gdy dodatek dtugich alkoholi prowadzi do podwyzszenia Ty, oraz zwigkszenia
grubosci biony.

Molekularne podioze réznic w odpowiedzi btony na dodatek alkoholi o réznej diu-
gosci nie zostalo dotad jednoznacznie ustalone. W zwiazku z tym wykorzystalem symulacje
molekularne, aby znaleZ¢ odpowiedZ na pytanie, dlaczego btony lipidowe reaguja znaczaco
inaczej na dodatek krétko- i dtugotaiicuchowych alkoholi. W tym celu przeprowadzitem
symulacje réwnowagowe (o dlugosci 2 us kazda) hydratowanych dwuwarstw lipidowych
zawierajacych fosfolipidy DMPC (di-14:0 PC) oraz jeden z alkoholi: i) heksanol (C6), ii)
oktanol (C8), iii) dekanol (C10), iv) dodekanol (C12), w stosunku molowym lipid:alkohol
rownym 2:1. Poréwnawczo, przeprowadzitem takze symulacje dla blony DMPC pozbawio-
nej alkoholi. Symulacje te zostaly przeprowadzone niezaleznie w trzech r6znych temperatu-
rach (28, 37 oraz 47°C).

W pierwszej kolejnosci postanowitem ustali¢, czy podobnie jak w eksperymencie,
domieszkowanie blony DMPC czasteczkami alkoholi spowoduje znaczace zmiany grubosci
btony oraz temperatury przejScia migdzy faza zelowa a faza ciekla (Ty). W tym celu
wyznaczytem profile gestoSci grup fosforanowych w funkcji odlegtosci od Srodka blony,
z ktérych wyznaczytem Srednie odlegtosci migdzy maksimami, ktére umownie przyjmuje
si¢ czgsto za grubos¢ btony (Rys. 4.39). W przypadku czystej btony DMPC grubo$¢ zmienia
sig od 3.65 do 3.55 nm wraz ze wzrostem temperatury od 28 do 47°C. W kazdej z tych
temperatur btona ta pozostawata w fazie ciektej, na co wskazuja wyznaczone przeze mnie
wspoiczynniki dyfuzji lipidow, osiagajace wartoSci okoto 1 um/s [190]. Uzyskane przeze
mnie Srednie grubosci blon 1 wspétczynniki dyfuzji, ktére wskazuja na utrzymanie si¢ blony
DMPC w fazie cieklej w temperaturach badania od 28 do 47°C, sa zgodne z ustaleniami
uzyskanymi w badaniach kalorymetrycznych [191].

W przypadku bton domieszkowanych heksanolem (DMPC+C6), grubos¢ blony
zmniejszyta si¢ do 3.57 nm w temperaturze 28°C oraz do 3.46 nm w temperaturze 47°C.
Wida¢ zatem, ze dodatek krétkich alkoholi (takich jak C6) prowadzi do zmniejszenia
grubosci w poréwnaniu z btong czysta, co jest takze zgodne z wynikami pomiaréw ekspery-
mentalnych.

Inaczej niz dla DMPC+C6, w przypadku btony DMPC+C8 grubos$¢ w temperaturze
28°C zwigkszyta si¢ znaczaco do wartosci 4.21 nm, podczas gdy w temperaturach 37°C
i 47°C zmiana ta byta nieznaczna (wzrost, odpowiednio, 0 0.07 i 0.03 nm). Znaczacy wzrost
grubosci w 28°C wskazuje na przejscie btony do fazy zelowej w tych warunkach. Znajduje
to takze potwierdzenie w o dwa rzedy nizszych wartosciach wspéiczynnika dyfuz;ji lipidéw
(~ 1072 um/s). W temperaturach 37°C i 47°C wspoétczynnik dyfuzji lipidow wynosit okoto
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Rys. 4.39: Srednie grubosci blony DMPC domieszkowanej czasteczkami alkoholi w funkcji temperatury. Dla poréwnania wyniki te zostaty zestawione z
analogicznymi wynikami dla blony DMPC nie zawierajacej alkoholi.

100 um/s, co oznacza, ze przy wyzszych temperaturach niewielka zmiana grubosci dobrze ko-
responduje z niewielkimi zmianami warto$ci wspétczynnika dyfuzji lipidéw. Na podstawie
analizy grubosci btony oraz wspétczynnikéw dyfuzji lipidéw w kazdej z temperatur mozemy
wnioskowaé, ze domieszkowanie btony alkoholami C8 skutkuje podniesieniem temperatury
przejscia fazowego Ty, poniewaz w temperaturze 28°C btona DMPC+CS8 znajdowata sig¢
w fazie zelowej, podczas gdy blona DMPC znajdowata si¢ w fazie ciekte;.

W przypadku btony domieszkowanej dekanolem (DMPC+C10) grubos$¢ blony
wynosita 4.30 nm w temperaturze 28°C, zmniejszajac si¢ do wartosci 4.26 nm w tem-
peraturze 37°C oraz do wartosci 3.72 nm w temperaturze 47°C. To sugeruje, ze btona
DMPC+C10 znajdowata si¢ w fazie ciektej tylko przy 47°C, a jej grubos¢ byta o 0.17 nm
wigksza niz w przypadku btony niedomieszkowanej alkoholami. Widzimy réwniez, ze
dodatek C10, w poréwnaniu z C8, istotnie podnosi warto$¢ T, gdyz przy 37°C biona
DMPC+C10 byta w fazie zelowej, podczas gdy btona DMPC+C8 byta w fazie ciekte;j.
Co wigcej, analizujac grubosci ciektych bton przy 47°C widzimy, ze domieszkowanie
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C10 powoduje znaczne pogrubienie blony DMPC (o 0.17 nm) podczas gdy C8 powoduje
tylko niewielkie zwigkszenie grubosci (o 0.03 nm). Z kolei dla btony z dodekanolem
(DMPC+C12), grubo$¢ btony wynosita 4.34 nm, 4.36 oraz 4.24 nm w temperaturach,
odpowiednio, 28°, 37° oraz 47°C. Obserwujemy zatem, ze btona DMPC+C12 utrzymy-
wala si¢ w fazie zelowej przy wszystkich badanych temperaturach, co Swiadczy o jeszcze
bardziej znaczacym podwyzszeniu Ty, w poréwnaniu z domieszkowaniem btony alkoholem
C10.

Podsumowujac, ustalitem, ze §rednia grubo$¢ niedomieszkowanej blony DMPC
wynosi 3.65 nm w 28°C i zmniejsza si¢ do 3.55 nm w 47°C. W calym zakresie badanych
temperatur (28—47°C) btona ta pozostawata w stanie ciektym, co potwierdzity wspétczynniki
dyfuzji lipidéw na poziomie okofo 1 ym/s. Po dodaniu heksanolu, grubo$¢ btony wynosita
3.57 nm w 28°C i malata do 3.46 nm w 47°C. Wida¢ zatem, ze blona DMPC domieszkowana
heksanolem pozostawala w stanie ciektym w calym badanym zakresie temperatur, a jej
grubos$¢ byta mniejsza niz w przypadku czystej btony DMPC. Dla uktadu DMPC+C6 nie
zaobserwowatem réwniez wzrostu temperatury przejScia fazowego. Po dodaniu oktanolu
do btony DMPC, grubos$¢ btony wynosita 4.21 nm w 28°C i pozostawata w tej temperatu-
rze w stanie zelowym, co potwierdzita warto§¢ wspétczynnika dyfuzji lipidéw. Natomiast
w temperaturach 37°C oraz 47°C btona z dodatkiem oktanolu miata grubos¢, odpowiednio,
3.66 1 3.58 nm oraz pozostawata w tym zakresie temperatur w stanie ciektym. Poréwnu-
jac blony w fazie cieklej, widzimy, ze dodanie oktanolu do DMPC nieznacznie ja pogru-
bia. Z drugiej strony, dodanie oktanolu podnosi temperatur¢ przejscia fazowego. Blona
domieszkowana dekanolem miata grubos¢ 4.30 nm w 28°C oraz 4.26 nm w 37°C, pozosta-
jac w stanie zelowym w tych temperaturach, a przy 47°C miata grubos¢ 3.72 nm i znajdowata
si¢ w stanie cieklym. Wobec tego, dodatek dekanolu znaczaco podnosi temperaturg przejscia
fazowego w poréwnaniu z oktanolem i znaczaco pogrubia btong w stanie cieklym. Blona
z dodatkiem dodekanolu miata grubos¢ 4.34 nm w 28°C, malejac do 4.24 nm w 47°C. Blona
ta pozostawata w stanie zelowym w catym badanym zakresie temperatur. Stad wniosek, ze
dodanie dodekanolu podnosi temperatur¢ przejscia fazowego jeszcze silniej niz dekanol.

Powyzsze wyniki symulacji w ogdlnosci zgadzaja si¢ z wynikami kalorymetrii
skaningowej DSC i malokatowego rozpraszania promieniowania rentgenowskiego (SAXS).
Domieszkowanie btony krétkimi alkoholami prowadzi do zmniejszenia grubosci btony i ob-
nizenia Ty. Z kolei domieszkowanie btony diugimi alkoholami powoduje zwigkszenie
grubosci btony oraz podwyzszenie Tr,. Giéwna rozbiezno$¢ pomigdzy wynikami doswiad-
czalnymi i teoretycznymi wystgpuje w przypadku blony DMPC+C8 w temperaturze 28°C.
Pomiary DSC wskazuja bowiem, ze blona ta znajduje si¢ w fazie cieklej, podczas gdy
w symulacji btona ta w 28°C przechodzi samorzutnie do fazy zelowej. Wyniki symulacji
wskazuja zatem, ze dodatek C8 do btony DMPC podnosi temperature przejScia Ty, pod-

czas gdy wyniki uzyskane za pomoca DSC wykazuja obnizenie Ty,. Rozbiezno$¢ ta moze
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wynikaé z przeszacowania przyciagajacych oddzialywan dyspersyjnych pomigdzy lipidami
w zastosowanym przeze mnie polu sitowym [192].

Aby uzyska¢ dodatkowe informacje na temat czynnikow wplywajacych na zmiany
grubosci btony w wyniku dodatku alkoholi o réznych dlugosciach taiicucha, wyznaczylem

parametr uporzadkowania Scp dla fadcuchéw acylowych DMPC we wszystkich symu-

lowanych uktadach.
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Rys. 4.40: Zaleznos$¢ wspétczynnika uporzadkowania Scp od numeru atomu wegla w taricuchach acylowych lipidow DMPC (2—-13) w poszczegdlnych
symulowanych btonach domieszkowanych alkoholami (legenda). Wartosci Scp przekraczajace 0.3 wskazuja na to, ze btona znajduje si¢ w fazie zelowej,
podczas gdy wartosci mniejsze od 0.3 wskazuja na faze ciekta. Domieszkowanie blony DMPC heksanolem (C6) skutkuje zwigkszeniem uporzadkowania
facuchéw lipidowych w zakresie 2——9 w poréwnaniu do czystej blony DMPC, przy jednoczesnym obnizeniu uporzadkowania w zakresie 10—-13. Z kolei
domieszkowanie btony oktanolem (C8), dekanolem (C10) i dodekanolem (C12) powoduje zwigkszenie wartosci Scp wzdtuz catej dtugosci tacuchéw
acylowych. Wzrost uporzadkowania jest tym wigkszy, im dtuzszy jest faiicuch weglowy dodawanego alkoholu.

Rys. 4.40 pokazuje, ze warto$ci wspétczynnikow Scp dla btony DMPC utrzymy-
waly si¢ w zakresie 0.11-0.23 we wszystkich badanych temperaturach. W przypadku do-
datku alkoholi C6 do btony, wartosci Scp miescily si¢ w zakresie 0.10-0.25 we wszyst-
kich badanych temperaturach. Z Rys.4.40 mozemy réwniez zauwazy¢, ze wptyw C6 na
uporzadkowanie lipidow jest bardziej ztozony. Z jednej strony obserwujemy, ze dodatek
C6 do DMPC zwigksza uporzadkowania atomow wegla C,—Cq (liczac od atomu wegla kar-
boksylowego). Z drugiej strony obserwujemy spadek uporzadkowania w poréwnaniu do
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btony DMPC dla atoméw wegla zlokalizowanych na koricu taicucha (C1p—C;3). To moze
tlumaczy¢, dlaczego blona DMPC+C6 jest ciefisza niz DMPC (patrz: Rys. 4.39).

W przypadku btony DMPC+CS8, wartosci Scp zawieraty si¢ w przedziale 0.25-0.40
przy 28°C oraz 0.12-0.27 przy 37°C oraz 47°C. Wysokie wartosci wspétczynnika Scp przy
28°C wskazuja na wysokie uporzadkowanie konformacyjne tancuchéw lipidowych, chara-
kterystyczne dla blon w fazie zelowej. Z kolei znaczacy spadek Scp przy wyzszych tem-
peraturach wskazuje na obecno$¢ btony w fazie cieklej. Poréwnujac wspétczynniki Scp
dla bton DMPC i DMPC+C8 przy 47°C, widzimy, ze dodatek alkoholu C8 spowodowat
zwigkszenie uporzadkowania konformacyjnego lipidow (Scp € (0.11-0.25) w poréwnaniu
do btony niezawierajacej alkoholi (Scp € (0.12-0.22). To z kolei wyjasnia wzrost grubosci
btony DMPC pod wptywem domieszkowania jej alkoholami C8.

Dla btony DMPC+C10, wartosci wspétczynnika Scp zawieraly si¢ w przedziale 0.28—
0.39 przy 28°C i 37°C, a zmniejszaty si¢ do 0.14-0.27 przy 47°C. Te wyniki potwierdzaja,
ze btona DMPC+C10 znajdowata si¢ w fazie zelowej az do temperatury 37°C, zgodnie z ana-
lizami grubosci btony i wspétczynnikéw dyfuzji lipidéw. Przy 47°C, gdy btona DMPC+C10
byta w fazie cieklej, charakteryzowata si¢ wigkszym uporzadkowaniem (Scp € (0.14-0.27)
niz blona DMPC+CS8 (Scp € (0.11-0.25). To wskazuje, ze alkohole C10 w znacznie bardziej
porzadkuja btong, w poréwnaniu z alkoholami C8.

Dla blony DMPC+C12 wartoSci wspotczynnika Scp zawierala si¢ w przedziale 0.29—
0.39 we wszystkich badanych temperaturach, potwierdzajac, ze btona utrzymywala si¢
w fazie zelowe;.

Podsumowujac, domieszkowanie blony alkoholami C6 skutkowato zwigkszeniem
uporzadkowania konformacyjnego lipidowych atoméw wegla C,—Cg, jednoczesnie zmniej-
szajac uporzadkowanie dla atoméw wegla na konicu faicucha acylowego (Cjo—Cq3), w efe-
kcie czego obserwujemy zmniejszenie grubosci blony wzgledem btony nie domieszkowane;]
alkoholami (Rys. 4.39). Natomiast domieszkowanie btony C8, C10 oraz C12 istotnie zwig-
kszato uporzadkowanie blony we wszystkich temperaturach. To zwigkszone uporzadkowanie
jest kluczowym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do zwigkszenia grubosci btony DMPC
w poroéwnaniu do btony niedomieszkowanej alkoholami.

Niespodziewane zmniejszenie uporzadkowania terminalnych atoméw wegla w blonie
DMPC+C6, zilustrowane na Rys.4.40, zmotywowalo mnie do zbadania stopnia, w jakim
terminalne atomy wegla DMPC z obu listkow blony nakladaja si¢ na siebie we wszys-
tkich blonach, co przedstawilem schematyczne na Rys.4.41. W tym celu wyznaczylem
profile gestosci prawdopodobienistwa (patrz: Rys.4.42) terminalnych atoméw wegla Cig4
(zar6wno sn-1, jak 1 sn-2) wzgledem osi normalnej do powierzchni btony w temperaturze
47°C. W kazdym z przypadkow zestawitem profil gestosci terminalnych atoméw wegla
w blonie domieszkowanej alkoholami z analogicznym profilem dla btony pozbawionej alko-
holi (Rys. 4.42). Dodatkowo, na wykresie przedstawilem profile ggstosci wszystkich atoméw

wegla w czasteczkach alkoholu.
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Rys. 4.41: Schemat przedstawiajacy sposéb oceny stopnia naktadania si¢ warstw lipidowych migdzy soba. Terminalne atomy wegla lipidow sa oznaczone na
schemacie czerwonymi i zielonymi kétkami, a gestosci prawdopodobienstwa dla ich potozenia wzdtuz osi normalnej do biony zostaty przedstawione w
postaci krzywych po prawej stronie. Obszar wspdlny pod krzywymi gestosci zostat zaznaczony na z6tto.

Rys. 4.42 wskazuje, ze pod wptywem domieszkowania alkoholami dochodzi nie tylko
do zmian w wysoko$ci maksiméw gestoSci terminalnych atoméw wegli, ale tez do prze-
sunigcia potozenia tych maksiméw wzgledem Srodka btony. W szczegdlnosci, w btonie
DMPC+C6 maksima sa nizsze, a ich polozenie przesunigte sa w kierunku mniejszych
warto$ci w poréwnaniu do blony DMPC. W przypadku DMPC+C8 potozenie maksiméw
przesunigte jest nieznacznie w kierunku mniejszych odlegtosci od S§rodka btony, przy jedno-
cze$nie znacznie wigkszych ich wysokosciach wzgledem btony DMPC. Natomiast w blonach
DMPC+C10 1 DMPC+C12, obserwujemy przesunigcie potozenia maksimow w kierunku
wyzszych wartosci, przy jednoczesnym wzroscie wysokosci tych maksiméw w poréwnaniu
do blony DMPC.

Obserwowane zmiany w profilach gestosci terminalnych atoméw wegla lipidéw
wskazuja na zmniejszajace si¢ nakladanie tancuchéw acylowych z obu warstw blony wraz
ze wzrostem dlugoSci taficucha w czasteczce alkoholu. Aby bardziej precyzyjnie schara-
kteryzowac stopien naktadania si¢ tancuchow lipidowych migdzy warstwami, wyznaczytem
wspolng czes¢ rozktadéw terminalnych atomoéw wegla z gérnej i dolnej warstwy btony (patrz:
Rys.4.41). WartoSci procentowe przedstawione na rysunku 4.42 reprezentuja wzgledna
zmiang stopnia nakladania si¢ lipidéw w btonach wzbogaconych alkoholem w poréwnaniu
do czystej btony DMPC.

W przypadku btony DMPC+C6, obserwowane naktadanie si¢ lipidéw jest okoto 1.2
raza wyzsze niz w przypadku btony DMPC. Ten wynik koresponduje z zaobserwowanym
spadkiem uporzadkowania terminalnych atoméw wegla w taincuchach acylowych lipidéw
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(Rys.4.40). W zwiazku z tym stwierdzamy, ze zwigkszone nakladanie si¢ taficuchéw lipi-
dowych powoduje zmniejszenie uporzadkowania konformacyjnego terminalnych atoméw
wegla tancuchéw acylowych. W rezultacie, obserwujemy zmniejszenie grubosci btony in-
dukowane dodatkiem C6.
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Rys. 4.42: Profile gestosci terminalnych atoméw wegla DMPC (Cj4) w uktadach zawierajacych poszczegdlne alkohole, w temperaturze 47°C. Profile zostaty
zestawione z analogiczna krzywa dla btony DMPC pozbawionej alkoholu. Wartosci procentowe informuja o wzglednej zmianie naktadania sie profili gestosci
migdzy gérnym a dolnym listkiem w stosunku do czystego DMPC. Ponadto, przerywanymi liniami pokazatem profile gestosci wszystkich atoméw wegla w
alkoholach.

Warto réwniez zauwazyé, ze profile gestoSci wegla C6 (Rys.4.42) sa wyraZnie
oddzielone od siebie. Wskazuje to na pojawienie si¢ ujemnego niedopasowania hydro-
fobowego, czyli réznicy migdzy dlugoscia C6, a dlugoscia hydrofobowego fragmentu
DMPC. Prowadzitoby to do powstania w centralnym rejonie btony niekorzystnych energety-
cznie pustych przestrzeni. W celu minimalizacji tego kosztu energetycznego przestrzenie

te zostaja wypetnione przez taincuchy acylowe lipidow, co z kolei wymaga obnizenia ich
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uporzadkowania konformacyjnego i prowadzi do obserwowanego spadku Scp terminalnych
atoméw wegla. Efekt ten thumaczy zwigkszone naktadanie si¢ tancuchow DMPC w wyniku
domieszkowania btony C6.

Dla btony DMPC+CS8, naktadanie si¢ lipidow jest okoto 1.1 raza wigksze niz w blonie
DMPC. Ze wzglgdu na dwa dodatkowe atomy wegla w taiicuchu, profile gestosci C8 sg szer-
sze w poréwnaniu do C6 oraz nieznacznie zachodza na siebie, co wskazuje na niewielkie
naktadanie si¢ taiicuchow alkoholu migdzy warstwami blonowymi. Wobec tego mozemy
wnioskowac, ze domieszkowanie btony alkoholami C8 powoduje pojawienie si¢ znacznie
mniejszego ujemnego niedopasowania hydrofobowego niz w przypadku C6. W efekcie nie
obserwuje si¢ w btonie DMPC+C8 powstawania pustych przestrzeni, ktérych wypetnienie
wymagaloby zmniejszenia uporzadkowania konformacyjnego terminalnych atoméw wegla
fancuchéw acylowych DMPC. Z tego powodu obserwujemy wytacznie wzrost uporzadkowa-
nia lipidowych acyli, prowadzacy do zwigkszenia grubosci.

W przypadku btony domieszkowanej C10 badZz C12 mozemy zauwazy¢ zmniejszone
naktadanie warstw lipidowych (odpowiednio o 7% 1 44%) w stosunku do czystego DMPC.
Dodatkowo, obserwujemy znaczace nakladanie si¢ profili gestosci alkoholowych atoméw
wegla. Sugeruje to zatem, ze domieszkowanie bton alkoholami o dtuzszych tancuchach
w znaczacy sposob zwigksza uporzadkowanie lipidow, przyczyniajac si¢ do wzrostu grubosci
btony.

Podsumowujac, potwierdzitem, ze domieszkowanie btony DMPC krétkimi alkoholami
(C6) prowadzi do zmniejszenia jej grubosSci oraz obnizenia temperatury przejScia fazowego
(Tm). Przeciwnie, domieszkowanie btony alkoholami C8, C10 i C12 powoduje zwigksze-
nie grubosci blony oraz podwyzszenie Ty, przy czym wzrosty te sa wigksze dla alkoholi
o dtuzszych tancuchach weglowych.

Analiza wspétczynnikéw Scp lipidéw ukazata ogdélne zwigkszenie uporzadkowania
konformacyjnego lipidow w wyniku domieszkowania alkoholami. Jednakze, w przypadku
btony z dodatkiem heksanolu (C6) zaobserwowatem spadek uporzadkowania terminalnych
fragmentéw tancuchéw acylowych.

Aby wyjasnié, dlaczego domieszkowanie btony krétkimi alkoholami powoduje spadek
uporzadkowania terminalnych fragmentéw acylowych, podczas gdy dla dtuzszych alkoholi
obserwuje si¢ wytacznie zwigkszone uporzadkowanie, przeanalizowatem naktadanie si¢ ter-
minalnych atoméw wegla lipidow migdzy warstwami blonowymi. Zgodnie z oczekiwaniami,
najwigksze naktadanie si¢ lipidow obserwujemy w btonie domieszkowanej C6, podczas gdy
najmniejsze naktadanie si¢ lipidow obserwujemy w blonie domieszkowanej dodekanolem
(C12).

Zmiany w stopniu naktadania si¢ tanicuchéw acylowych migdzy warstwami blonowymi
mozna wyjasni¢ w kontekscie niedopasowania hydrofobowego migedzy dlugoscia hydro-
fobowego segmentu alkoholu a dtugoscia hydrofobowej czg¢sci lipidu. Jak przedstawitem

na Rys. 4.43, obecnos¢ alkoholi o krétkim taricuchu wywotuje istotne niedopasowanie, ktére
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Rys. 4.43: Schematyczna reprezentacja odpowiedzi uktadu na niedopasowanie hydrofobowe wynikajace z réznicy dlugosci migdzy taficuchem alkilowym
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alkoholu i tancuchem acylowym lipidu. Dodanie krétkich alkoholi prowadzi do powstania pustych przestrzeni, co jest niekorzystne energetycznie. Dlatego
dochodzi do ich wypetnienia przez taficuchy acylowe lipidéw, co wymaga obnizenia uporzadkowania koricowych fragmentéw acylowych, co w rezultacie
zmniejsza grubo$¢ btony. Natomiast dodatek dtugich alkoholi wytacznie zwigksza uporzadkowanie lipidéw, co skutkuje zwigkszeniem grubosci biony.

skutkuje powstaniem niekorzystnych energetycznie pustych przestrzeni w centralnej czgsci
btony. W rezultacie te przestrzenie sa wypelniane przez tancuchy acylowe lipidow, co
wymaga obnizenia ich uporzadkowania konformacyjnego i prowadzi do spadku wspétczyn-
nika Scp terminalnych atoméw wegla. W nastepstwie, obserwujemy czestsze nakladanie
si¢ lipidéw migdzy listkami, co prowadzi do zmniejszenia grubosci btony i obnizenia Ty,.
Przeciwnie, alkohole o dtuzszych taiicuchach maja dtugos¢ stosunkowo zgodna z lipidami,
co skutkuje znacznym wzrostem uporzadkowania taficuchéw acylowych i zwigkszeniem
grubosci blony.

Dodatkowo, w przypadku bton domieszkowanych dlugotanicuchowymi alkoholami,
termodynamicznie korzystniejsze staje si¢ przejScie z fazy cieklej do fazy zelowej, co
prowadzi do podwyzszenia temperatury przejsScia fazowego Ty,. Ten efekt wynika ze zwig-
kszenia dtugosci tancucha weglowego alkoholu, co prowadzi do wzrostu powierzchni kon-
taktu migdzy taficuchami acylowymi lipidéw a tancuchem alkilowym alkoholu. W rezultacie

pomigdzy tancuchami wystgpuja silniejsze oddziatywania przyciagajace, co sprawia, ze do
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przejscie fazowego, ktére wymaga zerwania tych oddzialywan, niezbgdna jest wyzsza tem-

peratura.

4.5.3 Reorientacja karotenoidow w blonie

Jak wspominalem w podrozdziale 1.4, jednym z mozliwych sposobéw minimaliza-
cji zaburzen btony wynikajacych z niedopasowania hydrofobowego jest zmiana orientacji
czasteczki w blonie. Jak to zostato szczegdétowo oméwione w czgsci poSwigconej mode-
lowym inkluzjom, w przypadku dodatniego niedopasowania hydrofobowego inkluzje maja
tendencje do przechylania si¢, dostosowujac swoja efektywna dlugos$¢ hydrofobowa (wzdtuz
osi prostopadtej do powierzchni blony) do grubosci rdzenia hydrofobowego btony. Z kolei
w przypadku ujemnego niedopasowania, inkluzje moga zmienia¢ swoja orientacj¢ z wer-
tykalnej (prostopadiej do powierzchni blony) na horyzontalng (réwnolegta do powierzchni
btony), sytuujac si¢ wowczas zwykle na powierzchni btony).

Zespot prof.  Gruszeckiego (UMCS w Lublinie) prowadzi badania nad rola
karotenoidéw siatkowki oka ludzkiego (luteiny, zeaksantyny i meso-zeaksantyny) w pro-
cesie widzenia. Wykorzystujac techniki spektroskopowe i mikroskopowe oparte na cza-
sie zycia fluorescencji i rozpraszaniu Ramana, badacze zaobserwowali, ze wzrost intensy-
wnoS$ci Swiatta padajacego na btong zawierajaca karotenoidy, takie jak zeaksantyna i luteina,
prowadzi do zwigkszenia pochtaniania Swiatla w zakresie widma absorpcji karotenoidow.
Obserwacje te poczynione poczatkowo przy okazji badafi nad btonami modelowymi (lipo-
somami) zostaly nastgpnie potwierdzone z wykorzystaniem siatkéwek wypreparowanych
z ludzkiego oka. Wykazano ponadto, ze zjawisku zwigkszonej absorpcji Swiatta towarzyszyta
fotoizomeryzacja karotenoidéw z formy all-trans do jednej z form cis, z ktérych najczgscie]
wystepujacymi byty formy 9- i 13-cis. Badacze zaobserwowali takze, ze przy niskim natgze-
niu Swiatla, dominujaca forme¢ Zea stanowi izomer all-trans, podczas gdy wysokie natgzenie
Swiatla sprzyja pojawianiu si¢ frakcji izomerdéw cis.

Postawiono w zwiazku z tym hipoteze, zgodnie z ktéra fotoizomeryzacja moglaby
prowadzi¢ do reorientacji karotenoidéw w blonie, co z kolei skutkowatoby obrotem ich
dipolowych momentéw przejscia w kierunku orientacji horyzontalnej, zwigkszajac absorpcje
Swiatla padajacego prostopadle na blong fotoreceptoréw.

Aby zweryfikowac t¢ hipoteze, skoncentrowalem si¢ na zbadaniu preferowanej orien-
tacji izomeréw karotenoidéw siatkéwki w zaleznosci od ich konformacji cis-trans. W tym
celu przeprowadzitem obliczenia zmian energii swobodnej towarzyszacych zmianie orien-
tacji czasteczki Zeaksantyny (Zea) w blonie, stosujac jako wspotrzedna reakcji kat migdzy
dluga osia czasteczki a osig prostopadia do powierzchni btony (kat 9 na Rys. 4.44). Poniewaz
oba pierScienie w czasteczce luteiny maja nieco inng strukturg (patrz: Rys. 1.5), czasteczka
luteiny posiada wigcej izomeréw niz zeaksantyna. Dlatego do analizy zostata wybrana

symetryczna czasteczka zeaksantyny. Warto jednak zaznaczy¢, ze og6lne wnioski, ktore
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uzyskatem, nie powinny zaleze¢ od subtelnych réznic strukturalnych pomigdzy poszczeg6l-
nymi karotenoidami.

Do zbadania preferowanej orientacji izomeréw zeaksantyny wykorzystalem dwa
rodzaje bton: 1) dwuwarstwe DPPC (di-16:0 PC), ktérego sktad odpowiadatl liposomom uzy-
wanym w eksperymentach in vitro, oraz ii) modelowa bton¢ o sktadzie odpowiadajacym
btonom komérkowym neuronéw siatkéwki oka, zawierajaca wielonienasycone fosfolipidy:
SDPC (18:0-22:6 PC), SDPE (18:0-22:6 PE) i SDPS (18:0-22:6 PS) [177].

Rys. 4.44: Reprezentatywna struktura blony DPPC zawierajacej zeaksantyne w konformacji all-trans otrzymana w symulacji dynamiki molekularne;j.
Dtugos¢ czasteczki karotenoidu oznaczona jest jako Do_o, za$ grubo$¢ rdzenia hydrofobowego btony jako Dy. Kat migdzy tancuchem polienowym
karotenoidu a osia prostopadta do powierzchni blony oznaczony jest jako 9.

Na Rys.4.45 widzimy, ze w przypadku izomeru all-trans istnieje jedno minimum
energetyczne odpowiadajace orientacji prostopadtej do powierzchni btony, a jego gltebokosé
wynosi okoto 5 kcal/mol. Oznacza to, ze izomer all-trans przyjmuje niemal wylacznie orien-
tacje prostopadta (~99.98%).

Dla izomeru 9-cis zaobserwowalem obecno$¢ dwéch miniméw energetycznych,
z czego glebokos¢ minimum odpowiadajacego orientacji prostopadtej byta o okoto 2 kcal/mol
wigksza niz dla orientacji horyzontalnej (Rys.4.45). Wynik ten wskazuje, ze okoto 20%

czasteczek Zea w formie 9-cis przyjmuje w btonie orientacj¢ horyzontalna.
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W przypadku izomeru 13-cis takze zaobserwowatem obecno$¢ dwéch miniméw ener-
getycznych, jednak tym razem glgebokos¢ minimum odpowiadajacego orientacji horyzontal-
nej byla o okoto 1 kcal/mol wigksza niz dla orientacji prostopadiej (Rys. 4.45). Oznacza to,
ze okoto 80% czasteczek Zea w formie 13-cis przyjmuje w btonie orientacj¢ horyzontalna.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze izomeryzacja Zea all-trans do form zaréwno 9-cis, jak
1 13-cis, sprzyja pojawieniu si¢ frakcji czasteczek usytuowanych réwnolegle do powierzchni
btony. Potwierdza to hipotez¢ postawiona na podstawie badan spektroskopowych, zgodnie
z ktéra zwigkszenie natgzenia Swiatta padajacego na btong zawierajaca karotenoidy sprzyja
fotoizomeryzacji z formy all-trans do form cis, jednocze$nie prowadzac do wzrostu frakcji

czasteczek zorientowanych réwnolegle do powierzchni.

6
> all-trans '
235 4 19-cis
2E [13-cis
Q=
o8 2 |
D x I
w = ot !
, , . ! , .
- 0.08 perpendicular I parallel
|
S 0.06 !
T 0.04} i
wn
A 0.02¢ i

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tilt angle 6 [°]

Rys. 4.45: Zmiany energii swobodnej towarzyszace reorientacji czasteczek izomeréw zeaksantyny w btonie DPPC (géra) oraz korespondujace z nimi profile
gestosci prawdopodobieristwa zorientowania czasteczek pod katem O (dot).

W analogiczny sposéb zbadatem réwniez energetyke reorientacji izomeréw Zea
w btonie o sktadzie odpowiadajacym btonie neuronéw siatkowki oka. Z Rys.4.46 widac,
ze dla formy all-trans, podobnie jak w przypadku btony DPPC, brak jest minimum ener-
getycznego odpowiadajacego orientacji horyzontalnej. Natomiast glgbokoS¢ minimum ob-
serwowanego na Rys. 4.46 wskazuje, ze Zea w formie all-trans przyjmuje orientacj¢ niemal
wylacznie prostopadta (~99.82%).

W przypadku izomeréw 9-cis oraz 13-cis obserwujemy dwa minima, wskazujace na

obecno$¢ czasteczek zardwno w orientacji rownolegtej, jak 1 prostopadlej do powierzchni
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btony. Konkretnie frakcja czasteczek izomeru 9-cis w orientacji horyzontalnej wynosi w tym

przypadku okoto 2%, podczas gdy dla izomeru 13-cis jest on réwna ok. 45%.
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Rys. 4.46: Zmiany energii swobodnej towarzyszace reorientacji czasteczek izomeréw zeaksantyny w btonie o sktadzie odpowiadajacym btonom
komérkowym neuronéw siatkéwki oka (géra) oraz korespondujace z nimi profile gestosci prawdopodobieristwa zorientowania czasteczek pod katem 9 (d6t).

Zadatem sobie nastgpnie pytanie, czy wzrost frakcji izomeréw Zea w orientacji hory-
zontalnej mozna uzalezni¢ od wielkoSci niedopasowania hydrofobowego AD. W tym celu
oszacowalem dlugos¢ kazdego z izomeréw Zea (Dg_q), ktéra zdefiniowatem jako odlegtosé
migdzy grupami hydroksylowymi Zea (patrz: Rys. 4.44). Nastepnie od tych wartoSci odjatem
Dy, reprezentujaca grubo$¢ niezaburzonej btony DPPC, ktéra wynosita 3.1 nm.

W przypadku izomeru all-trans uzyskatem warto$¢ AD =-0.2 nm, co oznacza, ze dtu-
g0S¢ czasteczki jest nieznacznie mniejsza od grubosSci rdzenia hydrofobowego. Jak ukazatem
na Rys. 4.47, izomer all-trans jest wystarczajaco dtugi, aby z tatwoScia przyjmowaé orien-
tacj¢ transblonowa, nie zaburzajac jednoczes$nie w znaczacy sposob lipidéw w jego bliskim
sasiedztwie i oddzialujac za posrednictwem swoich grup -OH z obiema powierzchniami
btony.

Dla izomeru 9-cis uzyskalem AD = -0.6 nm, co wskazuje na znacznie silniejsze
niedopasowanie hydrofobowe w poréwnaniu do izomeru all-trans. Ttumaczy to obecnosé
frakcji okoto 20% czasteczek Zea czasteczek w orientacji horyzontalnej, ktéra minimalizu-
je zaburzenie wynikajace z niedopasowania hydrofobowego. Z kolei dla izomeru 13-cis,
uzyskatem AD = -1.0 nm, co oznacza jeszcze silniejsze ujemne niedopasowanie hydro-

fobowe. Z tego powodu izomer 13-cis, ze wzgledu na swoja zmniejszong efektywna dtugosé,
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Rys. 4.47: Reprezentatywne klatki z symulacji dynamiki molekularnej przedstawiajace zeaksantyne w orientacjach dominujacych dla poszczeg6lnych
izomeréw w btonie DPPC.

nie méglby korzystanie oddzialywaé z oboma rejonami polarnymi btony, co skutkowatoby
znaczacym zaburzeniem lipidéw znajdujacych si¢ w jego bezposrednim otoczeniu. Dlatego
dominujaca frakcja czasteczek w formie 13-cis (80%) jest usytuowana w orientacji horyzon-
talnej (patrz: Rys. 4.47).

Biorac pod uwage strukture chemiczng czasteczek Zea w formie all-trans, mozna by
zaktadaé, ze powinny one stosunkowo tatwo przybieral orientacj¢ horyzontalna w blonie.
W takim utozeniu obie grupy hydroksylowe mogtyby oddzialywac z rejonem polarnym btony
z tej samej strony, a dzigki liniowej budowie i matej “Srednicy” czasteczki Zea zaburze-
nie sasiadujacych czasteczek lipidow bytoby nieznaczne. Niemniej jednak, jak pokaza-
fem na Rys. 4.45, izomer all-trans Zea przyjmuje orientacj¢ horyzontalng bardzo niechgtnie.
W celu zidentyfikowania przyczyny trudno$ci w zmianie orientacji z prostopadtej na hory-
zontalna, wyznaczylem rozktady grup hydroksylowych wzdtuz osi normalnej do powierzchni
dla trzech rozwazanych izomeréw Zea w orientacji horyzontalne;j.

Na Rys. 4.48 widzimy, ze dla izomeru all-trans rozktad gestoSci ma charakter dwu-
modalny, w przeciwienstwie do izomeréw 9- i 13-cis. Sugeruje to, ze kazda z grup hy-
droksylowych Zea w formie all-trans usytuowana jest w innej odlegtosci od srodka btony.
Jedna z grup hydroksylowych znajduje si¢ w odlegtosci okoto 1.2 nm od $rodka btony, pod-
czas gdy druga z nich znajduje si¢ w odlegtosci okoto 0.7 nm. Oznacza to, ze czasteczka

Zea w formie all-trans posiada grupy hydroksylowe skierowane w przeciwnych kierunkach
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Rys. 4.48: Prawdopodobieristwo znalezienia grup hydroksylowych Zea w réznych odlegtosciach od §rodka btony, pokazane osobno dla kazdego z badanych
izomeréw w orientacji horyzontalnej (panele powyzej).

— odpowiednio w kierunku powierzchni i w kierunku §rodka btony (Rys.4.48). W Swietle
tego, w przypadku horyzontalnie zorientowanej czasteczki all-trans Zea tylko jedna grupa
hydroksylowa uczestniczy w tworzeniu korzystnego wigzania wodorowego z polarnym re-
jonem blony. Natomiast w orientacji prostopadlej obie grupy hydroksylowe moga tworzy¢
takie wigzania z przeciwnymi rejonami polarnymi. To wyjasnia, dlaczego jedynie znikoma
frakcja czasteczek Zea w formie all-trans przyjmuje orientacj¢ horyzontalna.

Przeciwnie, dla izomeréw 9- i 13-cis obserwujemy jedno, wyrazne maksimum
w odlegtosci okoto 1.4 nm od Srodka btony. Oznacza to, ze obie grupy hydroksylowe sa zo-
rientowane w kierunku polarnej powierzchni btony, co jest korzystne energetycznie. Wyjas-
nia to, dlaczego zmiana orientacji izomerdw cis z prostopadtej do horyzontalnej, napgdzana
przez niedopasowanie hydrofobowe, zachodzi bez przeszkod, w przeciwienstwie do reorien-
tacji izomeru all-trans.

Jak pokazatem, izomery Zea wykazujace ujemne niedopasowanie hydrofobowe re-

orientuja w btonie, przyjmujac utozenie horyzontalne. Co ciekawe, dla modelowych inkluzji
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reprezentujacych helisy transbtonowe nie zaobserwowatem takiej odpowiedzi na niedopa-
sowanie hydrofobowe. Sugeruje to, ze sposéb odpowiedzi inkluzji blonowych na niedopa-
sowanie moze wynikaé takze z takich czynnikéw jak efektywna Srednica czasteczki. Jesli
jest ona zbyt duza, reorientacja do utozenia horyzontalnego mogtaby spowodowaé zaburze-
nie btony, ktérego koszt energetyczny jest wigkszy niz ten wynikajacy z niedopasowania
w orientacji wertykalnej.

Podsumowujac, zintegrowane podejscie badawcze, taczace spektroskopi¢ i symulacje
komputerowe, umozliwito zaproponowanie szczegétowego mechanizmu fotoprotekcyjnego
karotenoidéw w siatkéwce ludzkiego oka. Nadmierna ekspozycja oka na promieniowanie
Swietlne moze prowadzi¢ do uszkodzenia fotoreceptoréw wskutek ich utleniania przez reak-
tywne formy tlenu. Aby ograniczy¢ nadmierny wplyw promieniowania §wietlnego na narzad
wzroku, uruchamiana jest reakcja zwrotna polegajaca na zwezaniu zZrenicy oka. Jednakze,
Zrenica ma ograniczone mozliwosci odpowiedzi na Swiatto, kurczac si¢ do rozmiaréw nie
mniejszych niz 2 mm [193]. Dlatego pewien obszar siatkwki, znany jako plamka zo6tta, jest
trwale narazony na dzialanie Swiatla. Stad zaproponowaliSmy, ze w plamce zéttej, gdzie
stezenie karotenoidow jest najwyzsze [102], dziala dodatkowy mechanizm ochronny dla
znajdujacych si¢ tam fotoreceptorow.

W warunkach niskiego natgzenia Swiatla, czasteczki karotenoidéw, ktére znajduja sig
w zewnetrznych warstwach siatkéwki oka, przyjmuja orientacj¢ prostopadta do powierzchni
btony, bedac w formie all-trans. Dzigki temu mozliwe jest przenikanie Swiatta do gleb-
szych warstw siatkowki zawierajacych fotoreceptory. W przypadku zwigkszonej intensy-
wnosci padajacego Swiatla, czasteczki karotenoidéw ulegaja fotoizomeryzacji do formy cis,
co skutkuje ich horyzontalnym utozeniem w blonie. To z kolei ogranicza przenikanie Swiatta
do kolejnych warstw siatkowki. Badania potwierdzaja [106], ze reakcja karotenoidow na
zwigkszona ekspozycje Swiatla jest szybsza niz reakcja Zrenicy na to samo promieniowanie
Swietlne. Proponowany tutaj mechanizm fotoprotekcyjny karotenoidéw mozna zatem porow-

na¢ do dziatania zaluzji, ktére ostaniajg fotoreceptory w oku.

4.5.4 Podsumowanie

W tej czgsci pracy zajmowalem si¢ badaniem rzeczywistych uktadéw o znaczeniu bio-
logicznym, w ktérych niedopasowanie hydrofobowe odgrywa istotng rolg jako dominujaca
sita napgdowa. Skupilem si¢ na roli niedopasowania hydrofobowego w wiazaniu cholesterolu
do prostych peptydéw L11 i KALP21, asocjacji peptydu APP z miejscem katalitycznym biat-
ka y-sekretazy, oraz oligomeryzacji koniugatéw TP10—-NH, —LVX. Dodatkowo, zbadatem
wplyw niedopasowania hydrofobowego na zmiang wiasciwosci fizykochemicznych blony
pod wptywem ich domieszkowania alkoholami o réznej dtugosci hydrofobowej oraz na re-
orientacj¢ karotenoidéw w blonie.

Poréwnujac peptydy L11 i KALP21 pokazatlem, ze tworzac warunki ujemnego

niedopasowania hydrofobowego, mozna uzyskac efekt specyficznego wigzania choles-
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terolu z peptydami transbtonowymi. im bardziej ujemne niedopasowanie hydrofobowe.
Wprowadzenie do btony peptydu transbtonowego prowadzi do tym wigkszego Scienienia
btony, im bardziej ujemne jest niedopasowanie hydrofobowe pomigdzy peptydem a rdzeniem
btony. Ze wzgledu na swoja mniejsza efektywna dtugos$¢ hydrofobowa cholesterol wykazuje
tendencj¢ do lokalizowania si¢ w takich obszarach Scienienia btony. Stad, specyficzne
wigzanie cholesterolu przez peptyd jest korzystng energetycznie odpowiedzia na niedopa-
sowanie hydrofobowe. Moje obliczenia pokazaly takze, ze ta specyficzno$¢ moze by¢ do-
datkowo zwigkszona przez zastosowanie polarnej reszty, takiej jak lizyna. Co ciekawe, obser-
wowana asocjacja nie wymaga obecnosci specyficznego motywu wigzacego, zawierajacego
aromatyczny aminokwas, jak sugerowata wczesniejsza literatura.

Badania nad wiazaniem peptydu APP do y-sekretazy wykazaty istotng rolg choles-
terolu w tym procesie, potencjalnie thumaczac od dawna znang zalezno$¢ migdzy hipercho-
lesterolemia a choroba Alzheimera. Obecnosé cholesterolu w btonie powoduje zwigkszenie
jej grubosci. W konsekwencji obserwujemy ujemne niedopasowanie hydrofobowe zaréwno
w otoczeniu APP, jak 1 miejsca katalitycznego y-sekretazy. W odpowiedzi na to, dazac do
minimalizacji niekorzystnego efektu, uktad preferuje asocjacje APP z y-sekretaza. Rzeczy-
wiscie, iloSciowa analiza z wykorzystaniem teorii napigcia liniowego pokazata, ze niedopa-
sowanie hydrofobowe stanowi dominujaca sit¢ napedowa prowadzaca do wigzania APP z -
sekretaza. Wiazanie to zatem nie wymaga specyficznych oddziatywan pomigdzy biatkami
lub pomiedzy nimi a cholesterolem. Konsystentnie, usunigcie cholesterolu z btony znaczaco
hamuje wiazanie si¢ APP z y-sekretaza, poniewaz prowadzi ono do znacznego wyelimino-
wania niedopasowania hydrofobowego w otoczeniu centrum aktywnego y-sekretazy.

Symulacje zrealizowane w tej czeSci pracy pozwolily mi takze na ustalenie, ze ko-
niugat TP10-NH, —LVX wykazuje silne powinowactwo do btony komoérkowej, w ktorej
przyjmuje orientacj¢ horyzontalng. Ponadto pokazalem, ze oligomeryzacja koniugatéw jest
niezbedna do utworzenia stabilnych kanatéw perforujacych btong. Moje wyniki sugeruja, ze
agregacji koniugatow sprzyja dodatnie niedopasowanie hydrofobowe migdzy dtugoscia frag-
mentu peptydowego koniugatu a gruboscia btony. Ustalilem réwniez, ze ich stabilnos$¢ nie
zalezy od lipidowego sktadu btony. W zwiazku z tym, mozemy przypuszczaé, ze selekty-
wnos$¢ dziatania koniugatu wobec komérek nowotworowych musi wynika¢ z innych réznic
migdzy btonami komérek nowotworowych i zdrowych.

Na podstawie badan nad btonami zawierajacymi alkohole o r6znej dtugosci taiicucha
alkilowego wykazatem, ze dodatek kroétkich alkoholi prowadzi do powstawania pustych
przestrzeni wewnatrz btony na skutek ujemnego niedopasowania hydrofobowego. W celu
minimalizacji tego niekorzystnego efektu, dochodzi do zwigkszonego naktadania si¢ ogonéw
acylowych migdzy dwoma warstwami blony. W konsekwencji, obserwujemy zmniejsze-
nie uporzadkowania terminalnych fragmentéw tancuchéw acylowych. To z kolei prowadzi
do zmniejszenia grubos$ci btony i obnizenia temperatury przejscia fazowego. W przypadku

dtugich alkoholi, obserwuje si¢ przede wszystkim zwigkszone uporzadkowanie lipidéw, co
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prowadzi do zwigkszenia gruboS$ci btony i podwyzszenia temperatury przejScia fazowego.
Wzrost ten jest tym bardziej wyrazny, im dluzszy jest taincuch weglowy dodawanego alko-
holu.

Ujemne niedopasowanie hydrofobowe moze takze sprzyjaé reorientacji inkluzji
w obrgbie btony. Przyktadem takiej odpowiedzi sa zmiany orientacji karotenoidu zeaksan-
tyny pod wplywem jej fotoizomeryzacji. Pokazalem, ze izomer all-trans, ktérego dlugos¢
molekularna jest zblizona do grubosci rdzenia hydrofobowego btony, przyjmuje w btonie
wylacznie orientacj¢ prostopadla do powierzchni. Taka preferencja jest dodatkowo wzma-
cniana przez niekorzystne zorientowanie grup hydroksylowych Zea w utozeniu rownolegtym.
Z kolei izomery 9- i 13-cis, o znacznie mniejszej dtugosci niz grubos¢ btony, chetnie przyj-
muja orientacje réwnolegla, ktéra jest dodatkowo stabilizowana przez korzystne oddziaty-
wania obu grup hydroksylowych z polarng powierzchniag btony. W potaczeniu z bada-
niami dos§wiadczalnymi wyniki te pozwolity na wysunigcie hipotezy dotyczacej udzialu
karotenoidéw w fotoprotekcji oka. W przypadku niskiego natgzenia Swiatta, karotenoidy
znajdujace si¢ glownie w formie all-trans, ustawione sg prostopadle do powierzchni btony,
umozliwiajac wigkszej iloSci §wiatta przeniknigcie do glgbszych warstw siatkdwki, zawiera-
jacych fotoreceptory. Z kolei zwigkszone natezenie Swiatta przyczynia si¢ do fotoizomeryza-
cji karotenoidow do jednej z form cis, ktéra przyjmuje horyzontalng orientacj¢ w blonie,
ograniczajac tym samym przenikanie Swiatla przez nia. Dzigki temu fotoreceptory w oku
chronione sa przed nadmiernym naSwietleniem i potencjalnym trwalym uszkodzeniem ich

struktury.
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Rozdziat 5

Whioski

W niniejszej rozprawie doktorskiej zajmowatem si¢ wieloaspektowa analiza niedopa-
sowania hydrofobowego 1 jego roli w procesach zachodzacych w obrebie bton lipidowych.
Gtéwnym celem bylo szczegétowe zrozumienie niedopasowania hydrofobowego jako jedne;j
z kluczowych sit napedowych w procesach asocjacji inkluzji blfonowych oraz ich segregacja
pomigedzy domenami btonowymi o réznym stopniu uporzadkowania konformacyjnego. Po-
nadto zajmowalem si¢ wptywem niedopasowania hydrofobowego na preferowane utozenie
inkluzji w btonie oraz na wiasciwosci fizykochemicznych samej dwuwarstwy lipidowe;.

Dotychczasowe badania nad rola niedopasowania hydrofobowego koncentrowaty sig
gtéwnie na peptydach transbtonowych, co wprowadza dodatkowy czynnik zwigzany z wpty-
wem specyficznej budowy chemicznej inkluzji na badany proces. W zwiazku z tym,
w ramach swojej pracy skonstruowatem minimalny model inkluzji transbtonowej, ktérego
zadaniem bylo odzwierciedlenie zachowania takich inkluzji jak helisy transbtonowe, przy
jednoczesnym wyeliminowaniu specyficznych oddziatywan migdzy inkluzja a reszta uktadu.

Wykorzystujac ten model w symulacjach dynamiki molekularnej, przeprowadzitem
nastgpnie molekularng charakterystyke niedopasowania hydrofobowego, uzyskujac w ra-

mach czterech podjetych zadan badawczych nastgpujace wnioski:

1. Zbadanie energetyki procesu tworzenia ujemnego niedopasowania hydrofobowego.

W ramach tego zadania przeprowadzitem analiz¢ kosztu energetycznego zwiazanego
z umieszczeniem w btonie inkluzji charakteryzujacej si¢ ujemnym niedopasowaniem hydro-
fobowym.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze gtéwna sita przeciwdziatajaca powstawaniu ujemnego
niedopasowania hydrofobowego zwiazana jest ze zwigkszeniem liczby niekorzystnych kon-
taktéw pomigdzy zaburzonymi lipidami w lokalnym otoczeniu inkluzji a czasteczkami wody.
Ten silnie niekorzystny wktad do zmiany energii swobodnej zwigzanej z powstawaniem
niedopasowania jest czgSciowo skompensowany przez przyciagajace oddzialywania elektro-
statyczne pomigdzy inkluzja a czasteczkami lipidow. Wzmocnienie tych oddziatywan pod
wplywem utworzenia niedopasowania wynika ze zblizenia si¢ grup fosforanowych lipidow
do dodatnio natadowanych koncéw modelowej inkluzji reprezentujacych dodatnio natado-
wane reszty aminokwasowe kotwiczace helisy transblonowe na powierzchni btony. Mozna
zatem zaproponowac, ze w odpowiedzi na pojawienie si¢ ujemnego niedopasowania uktad
dazy do minimalizacji kontaktéw migdzy woda a blona, czemu towarzyszy takze zwigksze-

nie udziatu korzystnych oddzialywan migdzy inkluzja a grupami fosforanowymi lipidéw.
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2. Okreslenie roli niedopasowania hydrofobowego w asocjacji inkluzji blonowych.

Jedna z odpowiedzi na niedopasowanie hydrofobowe jest asocjacja inkluzji. Wyko-
rzystujac opracowany model zbadatem wptyw niedopasowania hydrofobowego na ener-
getyke tworzenia oraz stabilnoS¢ dimeréw inkluzji. Obliczone przeze mnie zmiany ener-
gii swobodnej towarzyszace dimeryzacji wskazuja, ze dimery sa tym bardziej stabilne, im
bardziej ujemne jest niedopasowanie hydrofobowe. Ponadto, stabilnos¢ takich dimeréw jest
znacznie wyzsza w btonach uporzadkowanych niz w nieuporzadkowanych. Z kolei dodatnie
niedopasowanie hydrofobowe stabilizuje dimery znacznie stabiej w poréwnaniu do niedopa-
sowania ujemnego.

Ustalitem, ze spadek liczby kontaktéw migedzy woda a blona, wywotany procesem
dimeryzacji, jest tym bardziej znaczacy, im wigksze jest ujemne niedopasowanie hydro-
fobowe. Moje wyniki wskazuja, ze jest to gtdwna molekularna przyczyna wzrostu stabilnosci
dimeréw wraz z rosnacym niedopasowaniem hydrofobowym. Wniosek ten potwierdzaja ko-
rzystne dominujace wktady do energii swobodnej dimeryzacji zwiazane z oddziatywaniami
elektrostatycznymi.

Pokazalem réwniez, ze w btonach o wysokim uporzadkowaniu lipidéw dimeryzacji
inkluzji towarzyszy wigkszy spadek liczby kontaktéw miedzy woda a blona w poréwnaniu
do bton o matym uporzadkowaniu. Z tego powodu w btonach o wigkszym uporzadkowaniu
lipidéw obserwujemy wigksza stabilno$¢ dimerow.

Wykorzystujac teori¢ napigcia liniowego, wykazatem, ze dalekozasiggowe sity sprzy-
jajace dimeryzacji inkluzji wynikaja z naktadania si¢ na siebie obszaréw btony zaburzonych
przez te inkluzje. Zasigg tych sit jest proporcjonalny do wielkoSci ujemnego niedopasowa-
nia hydrofobowego, co potwierdzaja szerokie zakresy niezerowego nachylenia profili energii
swobodnej opisujacych dimeryzacje inkluzji w przypadku silnego ujemnego niedopasowania
hydrofobowego.

Przeprowadzone przeze mnie symulacje sugeruja takze, ze dodatnie niedopasowanie
hydrofobowe stabilizuje stan dimeryczny inkluzji w znacznie mniejszym stopniu, poniewaz
konkurencyjny proces polegajacy na przechylaniu si¢ inkluzji w btonie stanowi bardziej ko-
rzystny energetycznie sposOb minimalizacji tego rodzaju niedopasowania. Spdjnie z tym
wnioskiem wyeliminowanie mozliwosci przechylania si¢ prowadzi w obecnosci dodatniego
niedopasowania hydrofobowego do znacznego wzrostu stabilnosci dimeréw. Obserwacja
ta moze byC szczegllnie istotna dla wigkszych inkluzji, takich jak pelnoskalowe biatka

btonowe, w przypadku ktérych nie jest mozliwa istotna reorientacja [34].

3. Okreslenie roli niedopasowania hydrofobowego w segregacji inkluzji pomi¢dzy domenami blonowymi

o réznym stopniu uporzadkowania konformacyjnego.

Badajac preferencj¢ inkluzji do lokalizowania si¢ w obregbie domen blonowych
o réznym stopniu uporzadkowania konformacyjnego, zaobserwowatem istotny wpltyw

niedopasowania hydrofobowego na wspoiczynnik podzialu migedzy tymi domenami.
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Konkretnie, analiza zmian energii swobodnej towarzyszacych przeniesieniu inkluzji miedzy
domenami wykazata, ze w przypadku braku niedopasowania hydrofobowego inkluzje pre-
ferowaly lokalizacj¢ w domenie nieuporzadkowanej, co bylo wczesniej obserwowane dla
réznych biologicznie czynnych inkluzji [43—-46]. Wykazalem dalej, ze obecnos$¢ ujemnego
niedopasowania hydrofobowego wplywa na wspéiczynnik podziatu inkluzji, zmniejszajac
jej preferencje do lokalizowania si¢ w domenie, do ktorej jest hydrofobowo niedopasowana.
Wptyw ten jest na tyle istotny, ze przy dostatecznie duzym niedopasowaniu w domenie nieu-
porzadkowanej inkluzje preferencyjnie lokalizuja si¢ w domenie uporzadkowanej, odwraca-
jac zwykle obserwowany trend.

Wplyw niedopasowania hydrofobowego na segregacje¢ inkluzji ponownie zwiazany
jest z lokalnym zaburzeniem blony prowadzacym do powstawania niekorzystnych kontak-
tow miedzy woda a lipidami. Jak wczesSniej wspomniatem, liczba kontaktow miedzy woda
a btong rosnie proporcjonalnie do wielkoSci ujemnego niedopasowania hydrofobowego.
Inkluzje preferuja zatem te domeny, gdzie ujemne niedopasowanie hydrofobowe jest
mniejsze, minimalizujac w ten sposéb liczbe kontaktéw woda-btona w otoczeniu inkluzji.

Zaobserwowatem takze, ze przy podobnym dodatnim niedopasowaniu hydrofobowym
w domenie uporzadkowanej i nieuporzadkowanej inkluzja preferuje lokalizacje w tej pier-
wszej. Preferencja ta wynika z wyzszego upakowania lipidow w domenie uporzadkowanej,
ktore sprzyja tworzeniu korzystnych energetycznie kontaktéw pomigdzy taficuchami lipidow
a inkluzja. Wniosek ten potwierdzita dekompozycja energii swobodnej przeniesienia, ktora
wykazata dominujaca role wkladu dyspersyjnego. Moje wyniki sugeruja zatem, ze segre-
gacja inkluzji migdzy domenami o r6znym stopniu uporzadkowania w odpowiedzi na ujemne
1 dodatnie niedopasowanie hydrofobowe ma r6zne podtoze molekularne.

Powyzsze wnioski potwierdzilem z uzyciem rzeczywistych inkluzji o znaczeniu bio-
logicznym. W szczegblnoSci pokazatem, ze mozliwe jest zwigkszenie preferencji inkluzji do
nieuporzadkowanej domeny btonowej poprzez zwigkszenie polarnosci inkluzji. Dodatkowo,
poprzez badanie peptydéw o réznych resztach aminokwasowych, ktére odpowiadaja za
kotwiczenie peptydu do polarnej powierzchni blony, pokazalem, ze powinowactwo do nieu-
porzadkowanej domeny jest wigksze, gdy utworzenie korzystnych kontaktow z lipidami

domeny uporzadkowanej jest utrudnione.

4. Weryfikacja wnioskéw plynacych z badan nad modelowymi inkluzjami z wykorzystaniem rzeczy-
wistych uklad6éw o znaczeniu biologicznym.

W ramach ostatniego zadania badalem uniwersalno$¢ wnioskéw, jakie sformutowatem
na podstawie wynikoéw uzyskanych z wykorzystaniem modelowej inkluz;ji.

Poniewaz pokazatem, ze niedopasowanie hydrofobowe moze dziata¢ jako kluczowa
sita napgdowa dla asocjacji inkluzji blonowych, mozna zatozy¢, ze istnieje mozliwo$¢ wyko-
rzystania go do projektowania peptydéw zdolnych do specyficznego wigzania wybranych

czasteczek w blonie. Rzeczywiscie, badania przeprowadzone we wspétpracy z zespotem
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prof. H.J. Risselady pokazaty, ze zaprojektowane peptydy blonowe wykazujace silne ujemne
niedopasowanie hydrofobowe zdolne sa do specyficznego wiazania czasteczki cholesterolu.
Przy uzyciu atomistycznych symulacji pokazalem, ze energia swobodna wigzania choles-
terolu przez peptyd jest tym wigksza, im wigksze jest powodowane przez niego lokalne
zaburzenie btony.

Wobec wykazanej kluczowej roli niedopasowania hydrofobowego w procesach aso-
cjacji inkluzji mozna tez przypuszczac, ze moze ono mie¢ znaczenie dla wielu proceséow
fizjologicznych majacych miejsce w obrebie bton biologicznych. Rzeczywiscie, badania nad
wigzaniem biatka prekursorowego amyloidu przez enzym vy-sekretaze pokazaly, ze wiazanie
to zachodzi w odpowiedzi na ujemne niedopasowanie hydrofobowe, prowadzac do zmniej-
szenia obszaru zaburzenia btony [76]. Ten wynik moze wyjasni¢ na poziomie molekularnym
zwiazek migdzy hipercholesterolemia a postgpem choroby Alzheimera. Konkretniej, zwig-
kszony poziom cholesterolu przyczynia si¢ do pogrubienia bton komérkowych neurondw,
w ktérych obecna jest y-sekretaza. W odpowiedzi na ujemne niedopasowanie hydrofobowe,
enzym ten wiaze prekursor amyloidu {3, ktérego produkt cigcia, gromadzacy si¢ w wysokich
stezeniach w postaci ptytek, odpowiada za uszkodzenie tkanki nerwowe;.

Pokazalem, ze dodatnie niedopasowanie hydrofobowe moze takze odpowiadaé za
asocjacj¢ 1 stabilizacj¢ kanatéw tworzonych przez btonowo czynne peptydy. Badania
przeprowadzone we wspdlpracy z grupa prof. K. Rolki pokazaty, ze koniugaty peptydu TP10
z czasteczka antybiotyku lewofloksacyny wykazuja tendencje do oligomeryzacji w blonie, co
prowadzi do perforacji blony poprzez utworzenie stabilnych kanatéw wodnych [93].

Badania nad modelowa inkluzja pokazaty, ze inkluzja moze tez reorientowac pod
wptywem niedopasowania hydrofobowego. Ten efekt okazal si¢ kluczowy dla za-
proponowanego przez nas mechanizmu fotoprotekcji receptoréw siatkowki oka przez
karotenoidy. Przeprowadzone przeze mnie symulacje pomogly w interpretacji pomiaréw
spektroskopowych przeprowadzonych przez zesp6t prof. W.I. Gruszeckiego. Pokazalem, ze
izomery cis, ktorych dlugo$¢ hydrofobowa jest mniejsza niz grubo$¢ btony, sa sktonne do
zmiany orientacji w btonie z wertykalnej na horyzontalna, podczas gdy izomer all-trans,
ktory jest hydrofobowo dopasowany, przyjmuje niemal wylacznie orientacj¢ wertykalna.
W warunkach niskiego natgezenia Swiatla, czasteczki karotenoidu w btonie przyjmuja ori-
entacje prostopadta do powierzchni btony, bedac gléwnie w formie all-trans. W efekcie,
zewngtrzne warstwy siatkowki oka znacznie efektywniej przepuszczaja §wiatto do warstw
zawierajacych fotoreceptory. Wraz ze zwigkszeniem natgzenia Swiatla, karotenoidy ule-
gaja izomeryzacji do formy cis, co sprzyja ich zorientowaniu horyzontalnemu w blonie, co
ogranicza ilo$¢ padajacego Swiatta na fotoreceptory.

Wykazatem wreszcie, ze wptyw domieszkowania bton lipidowych na ich wtasciwosci
fizykochemiczne moze by¢ takze wyjaSniony na gruncie modelu niedopasowania hydro-
fobowego. Wspdtpraca z zespotem prof. V.A. Raghunathana umozliwila potwierdzenie

istotnej roli niedopasowania hydrofobowego pomigdzy dlugoscia tancucha alkilowego do-
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dawanego alkoholu a dlugoscia taricucha acylowego lipidéw. WykazaliSmy mianowicie, ze
obecno$¢ ujemnego niedopasowania hydrofobowego powoduje zmniejszenie grubosci btony
1 temperatury przejScia fazowego. Natomiast dodatek alkoholi o dlugoSciach faincuchow
dopasowanych hydrofobowo do lipidéw sprzyja zwigkszeniu grubosci btony oraz pod-

wyzszeniu temperatury przej$cia fazowego.
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