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ANOTACE

Bunééné membrany jsou velice pestrou a zaroven dilezitou strukturou na povrchu bunék.
Skladaji se prevazné z lipidd, proteind a sacharidi. Jednou z dilezitych molekul, kterou
obsahuji membrany zivocichii, je cholesterol, jehoz vliv zkoumd i tato prace. Diky
molekularné dynamickym simulacim, za pouZziti softwarového balicku GROMACS a
silového pole Berger, byly studovany vlastnosti bunéénych membran sloZenych ze tii typi
lipidii - DPPC, DOPC, Ceramidii 2 a cholesterolu. Vytvofené membrany obsahuji urcité
mnozstvi cholesterolu (od 0 az po 50 mol %) a jejich simulace trvaji 200 ns. Rozdily mezi
jednotlivymi membranami jsou popsany pravé v zavislosti na mnozstvi cholesterolu, které
se v nich vyskytuje. Pro popis odliSnosti mezi membranami byly pouzity analyzy plochy a
objemu potiebného pro jeden lipid, tloustky membrany, hustoty systému a radialni
distribu¢ni funkce. Vysledky ukazuji, Ze membrany vystavéné bez cholesterolu se svymi
vlastnostmi 1i§i a reprezentuji tudiz vlastnosti konkrétniho lipidu. Pfi ptfidavani
cholesterolu se tyto rozdily postupné stiraji a membrany se sobé podobaji. Obzvlasté
patrny je tento vliv u DOPC a DPPC, které se v bunécnych membranach vyskytuji
nejvice. Zmény vlastnosti membrany maji vyznamny vliv na funkci bunék a tato prace
ukazuje na atomdrni Grovni, zZe extrémni nadbytek ¢i nedostatek cholesterolu v téle miize

ovliviiovat kazdou jednotlivou buniku.

Kli¢ova slova: DPPC, DOPC, Ceramid 2, cholesterol, lipidova dvojvrstva, molekulova

dynamika
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1 UVOD

Tato prace se zabyva vlastnostmi bunéénych membran v zévislosti na mnozstvi cholesterolu,
ktery se vnich vyskytuje. Bunééné membrany se nachédzeji na povrchu bunék i na povrchu
nékterych bunécnych organel. Umoziiuji pfechod latek z vnitiniho do vnéjsiho prostiedi butiky a

naopak, komunikaci bun¢k s okolim a udrzuji obsah buniky pohromadg.

Bunééné membrany jsou zkoumany jiz nékolik desitek let. Jsou pestrou strukturou, ve které se
nachdzi spousta druhi molekul sriznymi funkcemi, pfevazné lipidy a proteiny. Stavba,
vlastnosti 1 funkce jednotlivych molekul ovliviiuji vlastnosti celé membrany. Jednou z téchto
vyznamnych molekul je i cholesterol, ktery je i pfes svou Spatnou povést v membranach

nezbytny. Napomaha udrzovat jeji strukturu i vlastnosti.

Zkoumani biomembran probihd experimentalné (napf. fluorescencnimi metodami, NMR
spektroskopii nebo i elektronovou mikroskopii), ale i teoreticky. V dnesni dobé se stale
vykonnéjSimi pocita¢i mizeme studovat biomembrany pomoci simulaci, které napodobuji
chovani jednotlivych molekul a systémi, a ziskat tak vysledky, které by v praxi byly témét
nezméfitelné. Vysledky z téchto simulaci ndm ukazuji chovéani systémil na atomarni urovni a
zaroven poskytuji udaje o pohybu molekul s femtosekundovym rozliSenim. Vyzkum v této

oblasti se neustale posouva dopiedu a sméfuje k lepsimu pochopeni biochemickych procest.

Vlastnosti membran se studuji pfevazné na jednoslozkovych umélych dvojvrstvach, stale vice
zajmu ovSem vzbuzuji membrany smisené. Bylo zjisténo, Ze ptitomnost cholesterolu vyznamné
ovliviiuje vlastnosti membran [1]. Nicméné vysledky se rGzni, na schopnost cholesterolu

ovlivilovat membranu ma vliv tfeba také umisténi dvojné vazby v lipidickém fetézci [2].
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2 CIL PRACE

Cilem této prace je urcit, jak cholesterol ovlivituje lipidovou dvojvrstvu, kterd je zdkladnim
stavebnim kamenem membran. Dale porovndvame chovani jednotlivych membran s
cholesterolem podle toho, kolik molarnich procent cholesterolu se v nich vyskytuje. Pro
simulace byly vytvofeny membrany z tfi riznych lipidd, z dvou fosfatidylcholinti s nasycenymi a
nenasycenymi fetézci a Ceramidu 2. Analyzujeme tudiz, jak cholesterol ovliviiuje membrany

v zavislosti na lipidu, ze kterého jsou vytvoteny.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Bunécéné membrany

VSechny zivé organismy maji na povrchu svych bunék tenkou vrstvu tzv. plazmatickou
membranu, kterd odd€luje vnitini a vnéjsi prostfedi buiiky. Diky ni nedochazi ke smichani
obsahu buiiky (cytoplazmy a organel) s okolim. Pfi ristu buiiky se zvétSuje i membrana, aniz by
ztratila celistvost. Do membrany jsou v pritbéhu Zzivota pfiddvany nové membranové slozky
(lipidy, proteiny atd.), které jsou zde dopravovany ve vaccich z endoplazmatického retikula.
Diky své struktufe se membrdna pii ristu netrha, jakékoliv poSkozeni se rychle zaceli.
Eukaryotni organismy nemaji na rozdil od nejjednodussich bakterii pouze cytoplazmatickou
membranu na povrchu buiky, ale i nékteré jejich organely jsou tvofeny membranami
(endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, vakuoly, lysozomy). VSechny bunééné membrany
maji stejnou obecnou strukturu a vykazuji selektivni permeabilitu (polopropustnost). Membrana
totiz umoziuje zivindm vstupovat do buniky a Skodlivindm buniku opoustét. Pres plazmatickou

membranu také probiha komunikace mezi bunikami a ziskdvani informaci z okoli.

Obrazek 1: Bunéénd membrana, na extracelularni strané buniky cervené zndzornéné

sacharidy, modfe dvojvrstva lipidl, proteiny modfe a zluté cholesterol

3.1.1 Struktura membran

Hlavnimi souc¢astmi membran jsou lipidy a proteiny, vyznamnou roli hraji i sacharidy. Lipidy
tvofi dvojnou vrstvu, na kterou jsou pfipojeny, nebo v ni rizné€ zakotveny molekuly proteind.
Bylo prokazano, ze se dvojné vrstva chova jako dvojdimenziondlni tekutina. V roce 1972 S. J.
Singer a G. Nicolson navrhli pfedstavu, Ze membranové proteiny jsou jednotlivé rozptyleny
v membrané a pfirovnali je k ledovelim plovoucim v dvojrozmérném lipidovém mofi [3]. Tuto

predstavu oznadujeme jako MODEL FLUIDNI MOZAIKY. Zatimco lipidy a proteiny jsou
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rozmistén¢ asymetricky v membran¢, sacharidy se nachazeji pouze na vnéjSim povrchu

membrany a slouzi jako signalni molekuly [4].
3.1.2 SloZeni membran

3.1.2.1 Lipidy

Lipidy jsou organické slouceniny biologického pivodu, konkrétné se jedné o estery alkoholl a
vys§ich mastnych kyselin. Retézec mize byt linearni, rozvétveny, cyklicky, nasyceny i
nenasyceny, vzdy je ale tvofeny sudym poctem uhlikovych atomi. Obecné miizeme rozdélit
lipidy na jednoduché (tuky, vosky) a sloZzené (napf. fosfolipidy), které obsahuji kromé alkoholu a
fetézce kyseliny i1 dalsi latky, jako je kyselina fosfore¢nd nebo molekula cukru. Nékdy se do
skupiny lipidd pfifazuji i izoprenoidni latky, které maji podobné vlastnosti. V téle slouzi lipidy

jako zasobarna energie a vyznamné pfispivaji k tvorbé biomembran.

Na rozdil od tukidt maji lipidy vyskytujici se v membranach pouze dva ocasy mastnych kyselin.
Tteti hydroxylova skupina mize byt navdzana tfeba na fosfatovou skupinu, kterda ma negativni
elektricky naboj a na kterou se mohou navazovat dal$i molekuly obvykle polarniho charakteru,
diky ¢emuz vznikaji rozmanité lipidy. Obecné se jednd o amfifilni molekuly vykazujici vici
vodé dvojaké chovani. Jsou sloZzeny z hydrofobniho ocasu a hydrofilni hlavy. Ocasy jsou tvofeny
zbytky mastnych kyselin, které jsou ve vod€ nerozpustné, jelikoz jejich atomy jsou prakticky
nepolarni a nenabité a nevytvari proto mustky s vodou. Nicméné fosfatova skupina a na ni
pfipojena hydrofilni hlava jsou k vod¢ pfitahovany. Vytvaii proto ve vodném prostiedi

uspotadané struktury (micely, lyposomy nebo dvojné vrstvy).

Glycerofosfolipidy jsou nejcastéjsi lipidy, které miiZzeme v membranich nalézt.
Glycerofosfolipidy jsou podobné olejim a tukim, jelikoz zdklad jejich molekuly je tvoten
glycerolem. K nému jsou esterové pfipojeny dvé molekuly mastnych kyselin v polohach C; a C;
a fosfatova skupina v poloze Cs. Glycerofosfolipidy se hojné vyskytuji jak v rostlinnych, tak
zivoc¢isnych bunéénych membranach, kde tvoii az 40% lipidni slozky [5]. Nejjednodussi
glycerofosfolipidy jsou takové, u kterych je hlavickou fosfatova skupina. Takto jednoduché
molekuly se ale v membranach vyskytuji pouze v nepatrném mnozstvi. Mnohem castéji se
v biomembranach vyskytuji glycerofosfolipidy, které maji polarni hlavicku odvozenou od
alkoholti. Nasycené C14:0 - C18:0 mastné kyseliny se normaln¢ vyskytuji v poloze C;, zatimco
poloha C, byvd obsazovdna nenasycenymi mastnymi kyselinami C16:1 — C20:1. Ptehled

acylovych zbytkli mastnych kyselin a polarnich hlav je uveden v ptiloze 1.
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Sfingolipidy

Jsou derivaty sfingosinu, dihydrogensfingosinu a jejich homologli. Pokud se amidovou vazbou
na sfingosin navaze acylovy zbytek, mluvime o ceramidech. Pfidanim polarni molekuly na
polarni &ast sfingosinu vznikaji dal§i druhy lipida'. P¥ipojenymi skupinami mohou byt i
jednoduché cukry nebo oligosacharidy, pot¢ mluvime o cerebrosidech a gangliosidech.

Gangliosidy se vyskytuji na povrchu membran a plni funkci receptorti pro ur¢ité hormony.
Steroidy a steroly

Steroidy jsou lipidy, jejichz zdkladem je uhlikaty skelet skladajici se ze Ctyf spojenych cykla.
Jsou vétSinou eukaryotniho plivodu. Steroidy zastdvaji v organismech fadu funkci. Mezi
skupinu steroidii patii i steroly neboli steroidni alkoholy. Cholesterol je béznou soucasti
membran zivociSnych bunék, v mensi mife se vyskytuje v membranach bunéénych organel a
jsou z néj syntetizovany ostatni steroidni latky (napf. regulujici pohlavni vyvoj, metabolismus
cukrti apod.). Diky polarni OH-skupiné¢ ma slaby amfifilni charakter, zatimco spojené cykly
proptjcuji molekule cholesterolu znacnou pevnost. Pfitomnost cholesterolu v membrané znacné
ovliviluje jeji vlastnosti. Snizuje jeji tekutost, jelikoz jeho kratké a pevné molekuly vypliuji
prostory mezi sousednimi lipidy, které mohou byt zplGsobeny zohnutymi fetézci v disledku
nenasycenosti fetézci. Membrdna je tak pevnéj§i a méné propustnd. Maximalni mnoZstvi
cholesterolu v glycerofophospolipidové dvojvrstvé je mezi 50-66 mol% [6].

H5C

CHj
CH,

CH, Hod

HO

Obrazek 2: Struktura molekuly cholesterolu
Cholesterol se vyskytuje v malém mnozstvi i v mitochondriich a endoplazmatickém retikulu,

v Golgiho aparatu uz je mnozstvi cholesterolu vyssi [6].

Cholesterol je rovnéz hojné zastoupen v lipoproteinech krevni plazmy (ptiloha III) a vyskytuje se

prakticky ve vSech tkanich téla. Rostliny obsahuji cholesterolu malo, v pletivech se ale vyskytu;ji

' Natiklad napojenim fosfocholinového nebo fosforylethanolaminového zékladu na molekulu ceramidu vznikaji
sfingomyeliny, které se podileji na stavbé myelinového pouzdra, které kryje axony nervovych bunék [3].
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podobné latky stigmasterol a betasitosterol, které se od cholesterolu 1isi pouze v postrannich

fetézcich.

Stejné jako glycerofosfolipidy a sfingolipidy je i cholesterol syntetizovan v endoplazmatickém
retikulu, odkud je dodédvan do plazmatické membrany. Cholesterol se miize dostat do membrany
1 z vn¢jSku pravé diky lipoproteinim. Lipoproteiny jsou také jedinym zplsobem, jak odstranit

ptebytecny cholesterol z buiiky [6].

TR
AN,

Obrazek 3: Molekuly cholesterolu v membrané

3.1.2.2 Proteiny

Proteiny jsou zabudovany do lipidového matrixu a pravé ony propjcuji membrané jeji
specifické funkce a vlastnosti. Membranové proteiny miizeme rozdé€lit do hlavnich dvou skupin:
na integralni a periferni. Integralni jsou takové proteiny, které prostupuji az mezi hydrofobni
ocasy lipidii a tedy do jadra lipidové dvojné vrstvy. Tyto proteiny jsou v membrané vazany
silnymi hydrofobnimi vazbami, a proto je miizeme od membrany oddélit pouze silnymi ¢inidly,
které ji rozru$i. Mezi zvlaStni ptfipady téchto proteinl patii transmembranové proteiny, které
prostupuji celou membranou. Periferni proteiny do membrany nezasahuji, jsou umistény vné
nebo nasedaji na odhalené Casti integralnich proteint elektrostatickymi silami a vodikovymi
mustky. Daji se od membrany jednoduSe oddélit a to i bez poruseni membrany. Zatim nebyl
pozorovan zadny protein, ktery by byl uplné ukryt v membrang, vSechny jsou alesponl z ¢asti

vystaveny vodnimu prostfedi. Proteiny plni roli pfenasSect latek z/do membréany, a to i proti
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koncentra¢nimu spadu. Jako ptiklad takového proteinu miizeme uvést sodno-draslikovou pumpu.
2

3.1.2.3 Sacharidy

Sacharidy se na membran¢ vyskytuji pouze na extracelularni strané¢ membrany. VétSinou se
jedna o oligosacharidy, které po spojeni s lipidem vytvofi glykolipidy. Funguji jako znacky,
kterymi se odliSuji jednotlivé burniky (napt. pomoci oligosacharidii na povrchu ¢ervenych krvinek
je mozno rozpoznat krevni skupiny). Obecné funguji jako receptory piijimajici informace

z okoli.
3.1.3 Vlastnosti membran

3.1.3.1 Dvojvrstva a jeji vznik

Pokud pfidame lipidy do vody, za¢nou se samy uspofadavat a shlukovat tak, aby ochranily své
hydrofobni ocasy pied vodou. Vznika tak utvar zvany micela, lyposom, nebo tzv. dvojvrstva,
kterou maji tendenci tvofit glycerofosfolipidy a sfingolipidy. Jestli se vytvoii micela, nebo
dvojna vrstva zavisi na tvaru molekul a jejich koncentraci. Molekuly s jednim fetézcem mayji
tendenci tvofit micely, molekuly s dvéma rovnymi nebo i zahnutymi fetézci mohou tvofit
dvojvrstvu. Popis tvaru molekuly je mozny diky veli¢in€ zvané ulozny faktor uy, ktery je

definovan rovnici (1):

%4
Up = 1A (1),

kde Vje objem a [ je délka fetézce, A charakterizuje plochu potiebnou pro hydrofilni hlavu.
Podle hodnoty ulozného faktoru je mozné urcit, jaky tutvar budou molekuly s nejvétsi

pravdépodobnosti tvofit.

* I proteiny jsou ovlivnény piitomnosti cholesterolu v membrang. Nékteré proteiny se na cholesterol vazou a jsou
jim potom regulované. Proteiny se vyskytuji pfevazné v tzv. lipidovych raftech (coz je tsek membrany, kde se
vyskytuje velké mnozstvi proteini), které by bez pfitomnosti cholesterolu nemohly vzniknout [6].
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Obrazek 4: Tvary molekul lipidd, pfevzato z reference [7]
Dvojvrstva je pro vétSinu molekul s dvéma rovnymi fetézei energeticky nejvyhodnéjSim
feSenim. Je tlustd asi 5-8 nm a jeji jedine¢né vlastnosti ji proptjcuje praveé stavba fosfolipida.
Hydrofilni hlavicky jsou v obou listech obraceny k vodé, zatimco ocasy jsou pied vodou
schovéany uvnitt. Diky tomu ma membréana i samozacelovaci schopnost. Pokud se v membrang
vytvoii trhlina a stim i prostor, kde se molekuly setkdvaji svodou (coz je energeticky
nevyhodné), fosfolipidy se samovolné pieuspotradaji tak, aby toto volné rozhrani odstranily.
Snaha zamezit jakymkoliv volnym rozhranim s vodou ma za disledek, Ze se dvojvrstva uzavie

sama do sebe a vytvoii uzavieny oddil.

3.1.3.2 Pohyby lipidii v ramci membrdny

Lipidy sice prakticky nemaji moznost opustit membranu, zato se v ni mohou samovolné
pohybovat. Pomoci umélych dvojnych vrstev bylo zjisténo, jaké pohyby molekuly lipidi mohou
provadét a které z nich jsou méné ¢asté nez jiné. K nejbeznéjsim pohyblim patii rotace kolem své
podélné osy a vymeénovani si mist se svymi sousedy v jedné monovrstvé. Tento zplisob pohybu,
nazyvany také laterdlni difuze, probihd velmi rychle a casto. Méfeni ukazuji, ze lipidy se

pohybuji rychlosti asi 1 um/s [3].

R A
MM sl

Obréazek 5: Schéma castého pohybu fosfolipidii (rotace kolem vlastni osy zelené,

vymeéinovani si mist se sousedy modie a zlut¢).
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Ptesun do druhé vrstvy neboli pieklapéni (angl. flip-flop) je zalezitosti velmi vzacnou, protoze
polarni hlava molekuly musi pfejit pfes hydrofobni ¢ast membrany. Rychlost ptfeklapéni

fosfolipidi, stanovena n¢kolika metodami, je charakterizovana polocasy né¢kolika dnti [3].

TRIew IR el
- O Bl

Obrazek 6: Schéma preklapéni (flip-flop) [8]
Jednotlivé molekuly fosfolipidii se tedy volné pohybuji ve své monovrstvé a nemaji divod se

preklapét. Rikame, Ze se membrana chova jako dvojrozmérna tekutina.

3.1.3.3 Fluidita neboli tekutost membrany

Fluiditou rozumime snadnost, s jakou se mohou molekuly ve své monovrstvé pohybovat [4].
Tekutost membrany je ovlivnéna pfedevS§im sloZzenim membrany a vlastnostmi jednotlivych
molekul. Pokud je membréana slozena ptevazné z fosfolipidi se stejné dlouhymi a nasycenymi
ocasy, pak je membrana pevna a viskozni, jelikoz lipidy na sebe tésné nasedaji a vytvareji tzv.

pevnou fazi.

S krat§imi fetézci se snizuje moznost interagovat s ostatnimi uhlovodikovymi konci, ¢imz se
fluidita zvySuje. Casto se v membranach vyskytuji fosfolipidy s nenasycenymi ocasy, které
zpiisobuji v membrané jisté nepravidelnosti, kvlili kterym na sebe nemohou lipidy tésné nasedat.

Takové membrany jsou tekutéjsi a oznacujeme je jako kapalnou fazi. Jelikoz se fetézce rizné

kiizi a ohybaji, miizeme se setkat i s oznacenim neuspoiadand (angl. disordered) membrana.

S
il

Obrazek 7: Viskézni (uspotfddand) a fluidni (neuspotadand) membrana
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Dvojvrstva, kterd se za normalnich podminek chova jako dvojrozmérna tekutina (stav zvany
tekuty krystal), se pti ochlazeni pod teplotu pfechodu zméni v mnohem uspotadanéjsi utvar,
ktery ma vlastnosti gelu podobné tuhé latky. Teplota pfechodu dvojné vrstvy vzrista s délkou
fetézce a stupném nasyceni zbytkli mastnych kyselin. Teploty pfechodu vétSiny biomembran se
pohybuji mezi 10 a 40°C. Cholesterol, snizuje tekutost membran, protoze jeho neohebny
kondenzovany systém zabraifiuje pohybu fetézcli mastnych kyselin, mezi které se zafazuje.
Ovliviiuje také teplotu piechodu, diky c¢emuz membrana krystalizuje postupné a pomaleji
(funguje tedy jako tzv. zmékcovadlo membran). Fluidita je velmi vyznamna vlastnost
biomembran, protoze umoziuje interakce v nich ponofenych proteini. Udrzeni membrany

v tekutém stavu je pro organismy velmi dulezité, proto bakterie a studenokrevni Zivocichové

méni skladbu svych mastnych kyselin podle teploty [3].

3.2 Pocitacové simulace (molekulové modelovani)

Pojem molekulové modelovani se pouziva jiz nékolik desetileti. Diky pocita¢im muzeme
vymodelovat modely molekul a poté zkoumat jejich vlastnosti i ve velkych systémech, pozorovat
interakce mezi jednotlivymi Cleny a tim vyfeSit i velmi obtizné tkoly. Pocitacové simulace se
nevyuzivaji jen k modelovani chemickych a biologickych déjd, ale i ke zkoumani vesmiru,
materiali a modelovani novych I1éki. DokdZzeme simulovat extrémni podminky (teplotu, tlak) a

zjistit informace, které by byly v laboratofi tézko méftitelné.

Nejpiesnéjsi vysledky ziskavame pti pouziti kvantové mechaniky, je ale vypocetné velmi
narocnd a pouziva se pouze pro jednoduché systémy. Pro vétSinu simulaci vyuzivame
molekulovou mechaniku a dynamiku, kterd vychazi z mechaniky klasické. Klicovych krokem pfi
molekulovém modelovani je ur€eni pozic jednotlivych atomil v systému. Pii pouziti klasické
mechaniky nejcastéji pouzivame Kartézské soutradnice (x, y, z). Kvantova mechanika vyuziva
tzv. interni soufadnice, které popisuji pozici atomu vzhledem k ostatnim atomiim v systému. Oba

zpiisoby lze libovolné zaménit [9].

3.2.1 Molekulova mechanika

Molekulovda mechanika (MM) charakterizuje molekuly pomoci potencidlni energie. Vyuziva
klasickych Newtonovych zdkonli mechaniky. MM popisuje atom jako bod s ur¢itym nabojem.
Toto zjednoduseni je provedeno diky Born-Oppenheimerové aproximaci, kterd odd€luje pohyb
elektront a jader. Kazda ¢éstice ma sviij polomér, polaritu a konstantni naboj. Vazba mezi atomy

je chapéna jako pruzina.
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3.2.1.1 Silové pole

Silové pole (ang. force field) je souhrn parametrti, které¢ jsou nezbytné pro vypocet potencialni
energie. Celkova energie je funkci vzajemné pozice jader, tj. soutem vazebnych a nevazebnych

parametr v molekule (2),

E = Eyazepns T Enevazebns (2),

kde E je celkova potencialni energie molekuly.

Mezi vazebné prispévky k celkové energii patii energie vazeb (E,...»), energie uhli (Eyu;) a
energie dihedralnich wthld (E4;). K nevazebnym energetickym pfispévkiim fadime interakce

parcialnich naboji (E,,) a Van der Waalsovy interakce (Eyay)
E= Evazeb + E\ihlﬁ + Edl’l + Epn+ EVdW (3),

Kazdy jednotlivy ¢len rovnice je vyjadien matematicky na zakladé empirick¢ho zkouméni nebo

kvantové chemickymi vypocty.

Konstanty silového pole pro jednotlivé molekuly jsou zaddvany v souboru nazyvaném topologie,

kterd slouzi k definici jednotlivych vazeb, tihlu etc., které se v molekule uplatiuji.

Protoze 1 pres vyuziti klasické mechaniky jsou vypocty stile slozité, pouzivame rizna
zjednoduSeni. Naptiklad nevazebné interakce by byly potfeba spocitat mezi kazdymi dvéma
atomy v celém systému, coz by zabiralo spoustu ¢asu, a proto jsou zavedeny tzv. atomové typy
(atom types), které maji stejné vlastnosti (napt. vSechny skupiny CH; v fetézci mastné kyseliny).
Dale mizeme pocitat tfeba jen s uritymi vyznamnymi atomy, ke kterym pfidruzim ty méné
podstatné (napft. sjednoceni uhlikil s jejich nepolarnimi vodiky). Mezi dalsi zjednoduSeni patii
napi. coarsegrained (sdruzovani vice atomt v jednu cCastici) nebo cutoff (ofezdvani). Navic je
pfesn¢ definované, s kterymi energetickymi piispévky se poc€itd a které jsou jiz tak slabé nebo

nevyznamné, ze je nema smysl fadit do celkové energie.

3.2.2 Molekulova dynamika

Molekulova dynamika (MD) vypocitava chovani systému v pribéhu Casu. Simuluje klasicky
pohyb atomi v daném silovém poli. Pro vypocet pohybii a rychlosti jsou pouzity Newtonovy
zakony. Z potencidlni energie se vypocita sila pisobici na kazdy atom a nasledné rychlost

daného atomu.
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V kazdém kroku se znovu provadéji vypocty MM 1 MD. Ziskavame tzv. trajektorii, ktera je

posloupnosti jednotlivych stavli molekuly v ¢ase a prostoru. Podrobnéjsi rovnice jsou obsazeny

v priloze II.
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4 METODIKA

4.1 Programy a soubory

Simulace byly provadény v softwarovém balicku GROMACS [23] (GROninger MAchine for
Chemical Simulations), pomoci kterého jsem provadéla analyzy simulacnich boxul. Jelikoz
Windows nepodporuje tento softwarovy balicek, pracovala jsem na virtudlnim stroji, kde byl

nainstalovan operac¢ni systém Ubuntu pracujicim na linuxovém jadre.

VMD (Visual Molecular Dynamics) je program urceny k vizualizaci jednotlivych simulaci. Ve
VMD probihala kontrola simulace, pohybt jednotlivych molekul, vzhled simulacniho boxu

apod. [28]

Software POV-Ray 3.6 (Persistence of Vision Ray-Tracer) slouzi k vytvafeni snimkd 3D

grafiky. [29]

4.2 Simulacni boxy

Membrany byly vytvofeny pomoci skriptu ,,membrane builder”, zpracovanym na katedie
fyzikédlni chemie Univerzity Palackého v Olomouci. Do miizky o velikosti 8x8 ,,mist* jsou
nahodné naskladany jednotlivé molekuly (lipidy a cholesterol) vzdy v zadaném poméru. Celkem
bylo vytvofeno 24 membran (boxt), po osmi od kazdého druhu lipidi (DOPC, DPPC
a Ceramid 2). Simula¢ni box obsahoval celkem 128 lipidl, po 64 lipidech v jedné monovrstve.

V obou vrstvach jedné membrany byl stejny pomér mezi lipidy a cholesterolem.

Pocty cholesterolii v simulac¢nich boxech

pocet molekul lipidt 32 | 44 | 54 | 58 | 60 | 62 | 63 | 64

pocet molekul cholesterolu 32 1 20 | 10 6 4 2 1 0

procentualni zastoupeni cholesterolu v membrang

(moldrni procenta — mol %) 50| 31 16 ? 6 3 2 0

Tabulka 1: Pomér lipida a cholesterolu v simula¢nich boxech
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Obrazek 8: Simula¢ni box membrany slozené z Ceramidu 2 a cholesterolu. Uprostied je
dvojné vrstva z Ceramidi 2 (modré) a cholesterolii (fialové). Okolo membrany jsou

molekuly vody (rtizové)

4.2.1 Molekuly v simula¢nim boxu

V boxu se nachazi jeden druh lipidu, molekuly cholesterolu, voda a nékolik ionti Na’ a CI".
Ionty byly pfidany k navozeni fyziologické koncentrace 0,15 mol/l. Molekuly byly stazeny
z referenci [20], [21], [25], [26], [27].
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4.2.1.1 DOPC (CyHgsNOsP — 1,2-Dioleoylglycerol-3-phosphodylcholine)

Molekula DOPC patii mezi glycerofosfolipidy. M4 dva hydrofobni ocasy, které jsou ptipojené
na glycerol. Hlava fosfolipidu je tvotfena fosfatovou skupinou a molekulou cholinu. Oba acylové
zbytky jsou tvofeny kyselinou olejovou, ktera ma uprostied svého fetézce dvojnou vazbu, coz

zpuisobuje zakiiveni ocast. [27]
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Obrazek 9: Molekula DOPC

4.2.1.2 DPPC (C4HsyNOgsP, 1,2-Dipalmitoyl-3-sn-phosphatidylcholine)

DPPC patii rovnéz mezi glycerofosfolipidy a od DOPC se svou polarni hlavou nelisi. Rozdil
mezi témito dvéma lipidy je v jejich acylovych zbytcich. Na rozdil od DOPC ma DPPC fetézce

tvofené kyselinou palmitovou, kterd neobsahuje zddnou dvojnou vazbu a jejiz fetézce jsou

rovné. [25]
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Obrazek 10: Molekula DPPC
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4.2.1.3 Ceramid 2 (Cs2Hg3NOj3, N-lignoceroyl-D-erythro-sphingosine)

Patii mezi sfingolipidy. M4 sice rovné ocasy, kazdy je ale jinak dlouhy. Molekula sfingosinu je
napojena pres amidovou vazbu na lignoceroyl (zbytek kyseliny lygnocerové). Parametry pro
tento lipid byly pouzity pro studium vlivu kyseliny olejové na vlastnosti ceramidové membrany

[11] a byly stazeny z webové stranky [21].

Obrazek 11: Molekula Ceramidu 2

4.2.1.4 Cholesterol

Cholesterol patii mezi steroly. Zakladem molekuly je tetracyklicky uhlikaty systém steran
(cyklopentanoperhydrofenanthren), ktery molekule propijcuje pevnost a tuhost. Pfitomna —OH

skupina zajiStuje slaby amfifilni charakter. Oproti molekulam lipidi je molekula cholesterolu

mensi. [26]
HaC
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Obrazek 12: Molekula cholesterolu

4.2.2 Vytvoreni simulace

Po vzniku simulac¢nich boxi bylo nutné provést tzv. minimalizaci, ktera zaruci systémy s co
nejmensi potencidlni energii. Zbavuje membranu nechténych piekryvi a nepifesnosti. Celkem
probéhly tfi minimalizace. Nejprve byly minimalizovany pouze lipidy, poté box s pfidanou
vodou a naposledy cely box i sionty, které byly pfiddny do boxu k vytvofeni pfirozené¢ho
prostfedi. Po minimalizacich byla vytvofena samotné simulace, béhem niz byly ziskdny soubory

popisujici trajektorii systému po dobu 200 ns. Vypocty byly provadény na superpocitacich.
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4.2.3 Podminky, silové pole

Simulace probihaly v silovém poli Berger, které¢ je specialné uzptisobeno pro MD lipidi.
Vyuziva jiz zminéné zjednodusSeni united atoms, které slucuje nepoldrni vodiky s uhliky, na které
jsou napojeny. Simulace byly provedeny za teploty 310 K a tlaku 1 bar. Jeden krok simulace trva
2 fs a pro celkovou délku simulace (200 ns) bylo potieba vytvotit 100 000 000 kroku. Jelikoz
mame k dispozici pouze ¢ast membrany, kterd nemlze zaujmout svou piirozenou polohu a
utvorit tak uzavieny utvar, pouzivame periodické okrajové podminky (periodic boundary
condition). Diky tomuto principu mohou molekuly zdénlivé se nachazejici na ,.koncich® boxu
prejit ,,na druhou* stranu membrany, jelikoz systém sousedi ve vSech smérech sam se sebou. Na
obrazku (Obrazek 13) je znazornéna molekula cholesterolu, jejiz ¢asti se nachazi na opacné

stran¢ boxu a vypadaji, jako by byly rozd¢€leny.

Obrazek 13: Periodické okrajové podminky

4.2.4 Vizualizace

Pro pozorovéani a kontrolu simulaci byl pouzit program VMD. Sledujeme prubéh simulace,
jednotlivé molekuly cholesterolu (ptipadné flip-flopy), fluiditu, uspofadanost apod. Program

nabizi zobrazovani jak celého boxu, tak i zvlast’ jednotlivych molekul.
4.2.5 Analyzy

4.2.5.1 Plocha potiebna pro jeden lipid (Area per lipid)

Plocha potfebna pro jeden lipid je jednou ze zakladnich proménnych, kterd charakterizuje
vlastnosti dvojvrstvy lipidi. Vypocet byl proveden pomoci programu g_energy, ktery nam ze
slozky zabyvajici se energiemi systému extrahoval velikosti boxu a jeho objem. Odtud jsem poté

spocitala plochu celé jedné monovrstvy. Jednoduchym vydélenim poctem lipidi jsem dostala
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pramérnou plochu potifebnou pro jeden lipid. Ned¢lala jsme rozdily mezi molekulami lipida a
cholesterolu, coz mohlo drobné zkreslit vysledek. Ve vytvofenych grafech je zjevny pribch
pramérné plochy potiebné pro jeden lipid v Case.

Plocha potfebna pro jeden lipid -

membrana ceramidi s 16% cholesterolu
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Graf 1: Plocha potiebna pro jeden lipid
Zacatek simulace se do celkového priméru nezapocitava, jelikoz, jak je vidét z grafu (Graf 1),
nejsou zacateCni hodnoty jesté¢ ovlivnény jednotlivymi interakcemi. Proto pomoci grafu
uréujeme vzdy konkrétni Cas, od kterého primérujeme hodnoty pro kazdou membranu zvlast.
Vétsinou se tato pocatecni hranice pohybuje kolem 50-100 ns.
4.2.5.2 Objem potiebny pro jeden lipid (Volume per lipid)

Objem lipida je dal$i proménnou, kterd charakterizuje pottebny prostor pro jeden lipid. Vypocty

probihaly pro srovnani dvojim zptisobem.

* plocha potiebna pro jeden lipid se vynasobila polovinou vzdalenosti atoml v hlavé

lipidu (viz analyza tloustky membrany)
* od celkového objemu boxu byl odecten objem vody, objem lipidii byl poté délen poctem
lipida
Obg hodnoty se lisi v setinach nebo desetindch nm’.
4.2.5.3 Hustota jednotlivych skupin v boxu (Density)

Pomoci této analyzy jsem byla schopna zjistit, jak velké jsou hustoty predem urcenych skupin

(atomt, molekul) i jejich vzdalenost od stfedu membrany.
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V grafu (Graf 2) jsou zaznamendny hustoty jednotlivych skupin podél osy kolmé na membranu

(upraveno na jednu monovrstvu). Porovnavanim hustot jednotlivych skupin napfi¢ vSemi

membranami zjistujeme rozdilné umisténi cholesterolti v membrané, tloustku membrany apod.

Hustota vybranych skupin -
membrana DPPC s 3% cholesterolu

1400

Cely systém
1200 N Rozpoustédlo
1000 / Koncové methyly
800 = Glycerol

600

Fosfatovd skupina (atom P)

Hustota kg/m3

400 / = Cholin (atom N)

200 A/ Methyly pfipojené na dusik
/\ (choliny)
0 Z A . Atom kysliku molekuly
cholesterolu

200 vsechny lipidy
Vzdalenost od stredu membrany

Graf 2: Hustoty vybranych skupin v systému. Zlutou barvou zvyraznéné uhliky
acylovych fetézcli maji naptiklad nejvyssi hustotu hned na zacatku grafu (tedy ve stiedu

membrany).

4.2.5.4 Vzdalenost atomii (tloust’ka membrany)

Pro zjisténi tlouStky membrany, ale také pro pocitani objemu jednoho lipidu (viz vyse) bylo
tieba zjistit, jak daleko jsou od sebe umistény hlavy fosfolipidii (napii¢ membranou). U molekul
DOPC a DPPC jsme pocitali vzdalenosti atomii P (fosfatova skupina) a N (cholinova skupina), u
ceramidll byla pocitana vzdalenost mezi atomy N a O (oba umisténé v hlavé ceramidu). Stejné
jako Area per lipid je tato analyza zobrazena jako vyvoj v Case simulace a dochazi k jisté

prodlevé, nez se membrana ustali (Graf 3).
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4.2.5.5

Vzdalenost atomt fosforu v membrané DPPC
s 16% cholesterolu

4,55
45
4,45

»
S

4,35

ES
e
NIRRT

Vzdalenos (nm)

4,15

»
-

4,05

. . . . !
0 20000 40000 60000 80000 100000 120000 140000 160000 180000 200000
Cas (ps)

Graf 3: Vzdalenost atomu fosforu v membrané DPPC

RDF (Radidlni distribucni funkce)

Radialni distribuéni funkce (RDF) popisuje, jak se méni relativni hustota jako funkce vzdalenosti

r od urcitého bodu (atomu, molekuly, etc.). Uréuje pravdépodobnost, s jakou mizeme najit ve

vzdalenosti 7 od pfislusného bodu (A) jiny uréity bod (B), (Obrazek 14). RDF se pouziva

nejcasteji pro kapaliny. Kolem kazdého atomu A se v urcité vzdalenosti, kterou nazyvame prvni

solvatacni vrstva, vyskytuje vétsi mnozstvi atomit B nez v ostatnich vzdalenostech. Bliz se

vétSinou zadné jiné atomy nevyskytuji. Ve vétsi vzdalenosti od atomu A se vyskytuje druhd

solvatacni vrstva, neni ale tak vyrazna jako prvni. Mezi prvni a druhou solvatacni vrstvou by se

v idedlnim piipadé¢ nemélo nachazet pfili§ mnoho atoml. Po druhé solvataéni vrstvé se RDF

ustaluje a pomalu se piiblizuje k hustoté systému.

Obrazek 14: Vypocet radidlni distribu¢ni funkce. Kolem zelen¢ zobrazené¢ho atomu se
ve vzdalenosti 7 (zelena kruznice) nachazi prvni solvata¢ni vrstva. Ve vétsi vzdalenosti
od tohoto atomu ve vzdélenosti r, je druhd solvataéni vrstva (modrd kruZznice).

Kazdému atomu jsou pfisouzeny ob¢ solvatacni vrstvy a vysledek se priiméruje.
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Pii sestrojeni grafu (Obrazek 15) RDF vidime vyvoj se vzristajici vzdalenosti. Nejvyrazngjsi pik

zobrazuje prvni solvatacni vrstvu (na ose x jsou vynesené vzdalenosti této vrstvy od méfeného

atomu), nasleduje spad, tedy misto, kde je koncentrace atomi mald. Smérem déal od méteného

atomu se nachazi dalsi zvySend koncentrace (druhd solvatacni vrstva) zna¢end druhym, tentokrat

jiz ne tak vyraznym pikem. Daéle se hodnoty grafu neustile pfiblizuje k hustoté systému,

konkrétné v obrazku se kiivka pohybuje smérem k/kolem hodnoty 1, coZ je hustota vody.

3.0
25—
20—
15

10 /\/_\

05—

Radial distribution function

Distance(.&)

Obrazek 15: RDF vody, pievzato z reference [24]

V nasich vysledcich jsme pocitali RDF mezi riznymi atomy, konkrétné:

vzdalenost atomil v hlavé fosfolipidii: u DOPC a DPPC §lo o vzdalenost atomt fosforu, u

ceramidu $lo o atomy dusiku

vzdalenost atomt v hlavé fosfolipidu (fosfor nebo dusik) k atomiim kysliku obsazeném

v molekule cholesterolu
vzdalenost atomt kysliku v cholesterolu

vzdalenost atomt v hlavé fosfolipidu (fosfor nebo dusik) k atomiim kysliku obsazeném

v molekule vody

vzdalenost atomu kysliku cholesterolu k atomtiim kysliku obsazenym v molekule vody

Po vypoctu vSech RDF jsou vSechny vysledky primérovany. Vysledkem tedy neni graf, ktery by

popisoval prvni a druhou solvata¢ni vrstvu k jednomu konkrétnimu atomu, ale graf popisujici

pramérné solvatacni vrstvy pro vSechny atomy téhoz druhu.

Jelikoz program pocitd ve 3D (membrana je fluidni a vysledky pouze ve dvou rozmérech by

nebyly pfesné), mohlo by dojit ke zkresleni vysledkti, pokud by program bral v tvahu i
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stejnojmenné atomy z druhé monovrstvy. Proto byla pfed spuSténim analyzy membrana
rozdélena na spodni a horni vrstvu.® Nabizi se nam proto i dal§i moznost zkoumani vysledki a to
porovnavani jednotlivych vrstev, jelikoz vysledky vrstev zjedné membrany by mély byt

prakticky totozné (Graf 4).

RDF mezi atomy fosforu v membrané DOPC
s 16% cholesterolu
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vzdalenost od pFisludného atomu 10-1°m (A)

Graf 4: RDF pro spodni a horni monovrtsvu téZ membrany

? V systému neni pfesné stanoveno, kterd monovrstva je spodni a ktera horni. Toto oznageni slouzi pouze k lepsi
orientaci ve vysledcich.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vizualizace

Pti vizualizaci membran jsme se setkali s o¢ekavatelnymi vysledky, ale i se situacemi, které jsou
celkem vzacné. Na ukédzku bylo u kazdé membrany vytvotfeno nékolik snimkd, ve kterych je
¢ervenou barvou zvyraznéno rozpoustédlo (voda), modie lipidy (DOPC, DPPC, ceramidy) a

zelen¢ molekuly cholesterolu.

5.1.1 Membrany DOPC

DOPC s 50 % cholesterolu DOPC s 31 % cholesterolu

DOPC s 6 % cholesterolu DOPC s 3 % cholesterolu DOPC s 0 % cholesterolu

Obrazek 16: Membrany DOPC
Membrany slozeny z DOPC jsou diky stavbé téchto molekul velmi fluidni a neuspotfadané. Tato
neuspoiadanost jde vidét i na obrazcich, fetézce se prolinaji a prekryvaji. U membran DOPC

jsme pozorovali naznak flip-flopu cholesterolu, kdyz se béhem simulace dostal do stfedu
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membrany a lezel kolmo k ostatnim lipidim. Nékdy se stal flip-flop hned na zacatku simulace,

coz bohuzel nemiizeme povazovat za smérodatné.

Oproti ceramidiim se cholesterol nachazi blizko stfedu membrany.

5.1.2 Membrany DPPC
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DPPC s 50 % DPPC s 16 % DPPC s 3 % DPPC s 0 %

cholesterolu cholesterolu cholesterolu cholesterolu

Obrazek 17: Membrany DPPC

Membrany DPPC maji podobné vlastnosti jako DOPC. Maji rovngjsi fetézce a proto je

membrana vice uspoifddand a pevna. U membrany s 9 % zastoupenim cholesterolu jsme

pozorovali flip-flop cholesterolu (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Flip-flop v membrané DPPC s 9 % cholesterolu
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5.1.3 Membrany Ceramidu 2

Ceramidy s 50 % Ceramidy s 16 % Ceramidy s 3 % Ceramidy s 0 %

cholesterolu cholesterolu cholesterolu cholesterolu

Obrazek 19: Membrany ceramida

Molekuly ceramidt si po celou dobu trvani simulace zachovavaji pravidelnost v mfizce, mizeme
tedy mluvit o uspofadané membranée v gel-fazi. Diky tomu Ize pti vhodném natoeni membrany
ve VMD vidét skrz (viz membrana s 0 % zastoupenim cholesterolu). V Cisté membrané (bez
cholesterolu) jsou molekuly ceramidii uspofddany pod uUhlem menSim nez 90° ke stfedu
membrany (mirné S§ikmo). S pfidavanim cholesterolu se ale ceramidy vzhledem ke stfedu

membrany narovnavaji a jsou na ni kolmé, stejné¢ jako v piipad¢ fosfatidylcholinti.

5.2 Plocha potiebna pro jeden lipid

Hodnota plochy potiebné pro jeden lipid je zna¢né ovlivnéna obsahem cholesterolu v membrané.
U vSech membran dochazi k poklesu plochy se zvétSovanim obsahu cholesterolu v membrang.
V membranach glycerofosfolipidi (DOPC a DPPC) dochdzi k mnohem prudSimu vyvoji.
U DOPC se cholesterol nachdzi v mezerach, které v membrané zpusobuji zakiiveni v fetézcich a
vypliovanim téchto mezer ¢ini membranu tuzsi a pevnéjsi. Podobné je to i u DPPC, které ma
sice fetézce rovné, ale i presto je jasné vidét, ze cholesterol membranu ovlivituje. U ceramidil
dochézi pouze k velmi pozvolnym zméndm. Rozdil mezi membranami DOPC a DPPC je
nejvétsi, kdyz neobsahuji Zadny cholesterol. Cim vice je v téchto membrandch obsaZeno

cholesterolu, tim vice jsou si podobné.
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Plocha potfebna pro jeden lipid
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Graf 5: Zavislosti proménné plochy potiebné pro jeden lipid na mnozstvi cholesterolu v

membrané
5.3 Hustota atomu

5.3.1 Cholesterol

Podle vysledkh mizeme usoudit, Zze se cholesterol vyskytuje uprostted monovrstvy. U
glycerofosfolipidi dochazi ptiblizovani cholesterolu k hlavam fosfolipidi s jeho vzristajicim
zastoupenim v membrané. Naopak ¢im vice cholesterolll je v membrané ceramidd, tim vice se
cholesterol pohybuje doprostfed membrany. Rozdil v poloze cholesterolu mezi jednotlivymi

membranami se s pridavanim cholesterolu postupné snizuje.

Vzdalenost cholesterolu (atomu O) od stfedu

membrany
3
2,5
T 2
< —y—— a
$15 - — —4—DOPC
K
3 —m—DPPC
1
z Ceramidy
0,5
0 T T T T ,
0% 10% 20% 30% 40% 50%

mnoizstvi cholesterolu v membrané

Graf 6: Vzdalenost atomu O v molekule cholesterolu od sttedu membrany v zavislosti

na mnozstvi cholesterolu v membrané obsazeném.
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5.3.2 VSechny lipidy

U ceramidii miizeme popsat nésledujici trend: se zvySujicim se obsahem cholesterolu se stale
vice lipidii nachazi blize ke stfedu membrany. Usuzujeme, Ze je membrana uzsi nebo také tenci.
Glycerofosfolipidy maji podobny vyvoj, u membran z DOPC muizeme mluvit o mirném
zvétsovani vzdalenosti od stfedu membrany s piibyvajicim cholesterolem. Totéz bychom mohli
diky podobnému vyvoji tvrdit i o0 membranach slozenych z DPPC, hodnota u membrany s 50 %

obsahem cholesterolu toto tvrzeni ale nepotvrzuje.

Vzdalenost nejvétsi hustoty vsech lipidt
od stifedu membrany

2 —0

—+—DOPC
~@—DPPC

vzdalenost (nm)
[
wn
<

Ceramidy

T T ]
0% 10% 20% 30% 40% 50%
mnozstvi cholesterolu v membrané

Graf 7: Vzdalenost nejvétsi hustoty vSech lipida od sttedu membrany

Piekvapivy vyvoj kiivky u membran DPPC (ndhly pokles pii 50 % obsahu cholesterolu) pochazi
Jiz z prvotni analyzy hustoty. Svétle modrou barvou zvyraznénd kiivka, zobrazujici hustotu
vSech lipid v membrané, postradéd klasicky pik, jako vSechny ostatni membrany (viz Graf 2:
Hustoty vybranych skupin v systému). Nejvic pravdépodobna je hypotéza, ze vysledky ovlivnilo

velké mnozstvi cholesterolu v membrané.
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Hustota membrany DPPC

s 50% zastoupeni cholesterolu
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Graf 8: Hustota membrany DPPC s 50 % cholesterolu, svétle modrou barvou

zvyraznéna kiivka vyvoje hustoty vSech lipidi (DPPC a cholesterolu dohromady)

5.3.3 Nejvétsi hustoty celého systému

Pti malé koncentraci cholesterolu nelze pozorovat jasny trend, se zvySujicim se obsahem

cholesterolu uz ale ano. Hustota celého systému klesa s pridavanim molekul cholesterolu.

Nejvétsi hustoty celého systému
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Graf 9: Nejvétsi hustoty celého systému v membranach

5.3.4 Nejvétsi hustoty vSech lipidii v membrané

Pfi srovnavani nejvyssich hustot vSech lipidi v systému mtzeme sledovat pokles u vSech typa
membran s nartistajicim mnozstvim cholesterolu. Pokud budeme srovnavat nejvyssi hustoty
vSech lipidl s nejvyS$imi hustotami celého systému, mizeme vyvodit mnozstvi vody, které se

pohybuje mezi hlavami lipidd. Membrany ceramidd maji ptfi nulovém obsahu cholesterolu témer
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stejné obé hodnoty, z ¢ehoz vyplyva, Ze se mezi hlavami lipidd vyskytuje minimum vody.

Nejvice vody se mezi hlavami ceramidli vyskytuje, kdyz obsahuj 50 mol % cholesterolu. U
membran DOPC se mnozstvi vody opét s pfidanim cholesterolu zvétSuje, hodné molekul vody je

ale pritomno jiz pfi nulové koncentraci. Nejstabilngjsi vyvoj pozorujeme u membran DPPC.

Nejvyssi hustoty vsech lipidi v membrané
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Graf 10: Nejvyssi hustoty vSech lipidi v membranach

5.4 Objem potiebny pro jeden lipid (volume per lipid)

Objem jednoho lipidu v zavislosti na cholesterolu pfitomném v membrané se u vSech membran
vyviji stejn€. S vys$Sim obsahem cholesterolu se snizuje objem potiebny pro jeden lipid. Z toho

muzeme usoudit, Ze cholesterol membranu zpeviiuje a usporadava.
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Graf 11: Objem jednoho lipidu
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5.5 Vzdalenost atomii (tloust’ka membrany)

Zjisténim vzdalenosti atomu, které se nachédzi v hydrofilni ¢asti fosfolipidii, odvozujeme
tloustku membrany. U glycerofosfolipidii pozorujeme opét stejny trend, a to zvétSovani této
vzdalenosti s rostoucim mnozZstvim cholesterolu. Ceramidy se chovaji zcela opa¢né. Cim vice
cholesterolc v membrané je, tim mensi je vzdalenost mezi hydrofilnimi hlavami. Membrany
tvofené glycerofosfolipidy jsou tedy siln€jsi (tlustéjsi), pokud je vnich obsazeno vice

cholesterolu, zato membrany ze sfingolipidi se diky cholesteroliim ,,smr§tuji.
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Graf 12: TlouStka membrany

5.6 RDF (Radialni distribué¢ni funkce)

Vysledky radidlni distribuéni funkce ndm prakticky neodkryly Zadné jasné trendy, proto ve
vysledcich komentuji pouze zajimavé vysledky.

5.6.1 Vztah atomi v hydrofilnich hlavach fosfolipidii (atomy fosforu nebo atomy dusiku)

U membran slozenych z glycerofosfolipidl nelze pozorovat vyrazny trend. Zato prvni solvatacni
vrstva se u ceramidll s pfibyvajicim cholesterolem skoro neméni, z ¢ehoz lze usuzovat

pravidelnost a strukturovanost t€chto membran.
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RDF atomu fosforu/dusiku -
vzdalenost prvni solvatacni vrstvy
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Graf 13: RDF atomt fosforu (DOPC, DPPC) nebo dusiku (ceramidy)

5.6.2 Vztah atomi fosforu/dusiku k molekulam vody

Vzdalenost prvni solvata¢ni vrstvy mezi atomy v hlavé fosfolipidu a vodou je naprosto
konstantni. Molekuly vody se tedy nedostavaji blize k hlavnim atomiim hydrofilnich hlav.

Mnozstvi cholesterolu tedy neovliviiuje povrchové vlastnosti membrany.

RDF atomu fosforu/dusiku a molekul vody -
vzdalenost prvni solvatacni vrstvy
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Graf 14: RDF atomt fosforu/dusiku a molekul vody — vzdalenost prvni solvata¢ni

vrstvy
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6 ZAVER A DISKUZE

Bylo provedeno celkem dvacet ¢tyii simulaci bunéénych membran slozenych z molekul DOPC,
DPPC nebo Ceramidii 2. Jednotlivé membrany se liSily obsahem cholesterolu, ktery v nich byl

pfitomen. Simulace trvaly 200 ns.

Pii pozorovani jednotlivych membran i pii zkouméni vysledkl se ukazalo, Ze rozdilné
membrany s nulovou koncentraci cholesterolu se 1isi ve svych vlastnostech. Zatimco membrany
z ceramidl jsou uspotfddané a viskozni, membrany glycerofosfolipidl jsou spiSe neuspofadané a

fluidni.

Cholesterol vyrazn¢ ovliviluje rozméry simulacniho boxu. S postupnym piidavanim cholesterolu
do membran se ptiblizuji vlastnosti membran DOPC a DPPC i pies to, Ze maji jiné fetézce. Lze
tvrdit, Ze vlastnosti téchto lipid ovliviiuji hlavné polarni hlavy, které maji DOPC i DPPC stejné.

Membrany slozené z Ceramidu 2 si zachovaji svou viskozitu a usporadanost.

Pfi extrémnim mnozstvi cholesterolu se vlastnosti v§ech membran velmi piiblizuji. Pokud tedy
bude v bunéné membrané obsazeno piili§ velké mnozstvi cholesterolu, miize to vést az ke

zmeéng vlastnosti membrany a tim 1 ke zmeéné¢ jeji funkcnosti.

Taktéz jsem srovnala vysledky naSich analyz s jiz provedenymi vyzkumy. Pozorovala jsem sice
jiné absolutni hodnoty, ovSem stejné celkové trendy. Rozdily v absolutnich hodnotach jsou
zpiisobeny jinymobsahem pouzitého cholesterolu v membrané nebo (v ptipad¢ plochy a objemu

potfebného pro jeden
lipid) neodd€lenim lipidu a cholesterolu (viz vyse). Jednotliva data jsou zpracovana v ptiloze IV.

Pocitacové simulace jsou sice mladou védeckou disciplinou, jeji vyznam a budoucnost bychom
ale neméli podcenovat. V soucasné dobé probiha na katedfe fyzikalni chemie UP v Olomouci
srovnavani experimentalnich vysledki se simulacemi za ucfelem urceni co nejpiesnéjsiho
silového pole, které by mélo byt nadale pro vyzkumy pouzivano. Toto srovnavani piinasi
zajimavé vysledky a ukazuje se, Ze hodnoty z pocitacovych simulaci se od hodnot namétenych

experimentalné zdsadné nelisi.

Vé&fim, Ze tato prace bude zdrojem pro dalsi analyzy chovéani bunéénych membran. Po vytvoteni
vice simula¢nich boxl s jinymi poméry mezi cholesterolem a lipidy by mohly byt jasnéji
definovany jednotlivé trendy a tim i upfesnény dosavadni vysledky. Na stdvajicich membranach
je mozné provést nckolik dalSich analyz, které by ukdzaly dal$i zmény, které cholesterol

vyvolava.
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PRILOHA I: DRUHY LIPIDU V MEMBRANACH

Glycerofosfolipidy jsou tvofeny molekulou glycerolu, na ktery jsou esterovou vazbou piipojeny

dva acylové zbytky (R) odvozené od vys$si mastnych kyselin (tabulka). Na posledni kyslik

glycerolu je pfipojend polarni fosfatovéa skupina, na kterou se v ptipad¢ glycerofosfolipidl vaZzou

skupiny odvozené od alkoholli (X). V tabulkach jsou zvyraznény molekuly, s kterymi jsme v této

praci pracovali.

Obrazek 20: Schéma stavby glycerofosfolipidu

POCET UHLIKU :
NAZEV KYSELINY VZOREC POCTU DVOJNYCH
VAZEB
Laurova CH3(CH,)10COOH 12:0
Myristova CH3(CH»),,COOH 14:0
Palmitova CH3(CH,)14COOH 16:0
Stearova CH3(CH,)16COOH 18:0
Arachidova CH3(CH,)1sCOOH 20:0
Behenova CHj3(CH;),0COOH 22:0
Lignocerova CHj3(CH,),,COOH 24:0
Palmitoolejna CH3(CH;)sCH=CH(CH,);COOH 16:1
Olejova CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH 18:1
Linolova CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH)sCOOH 18:2
Nervovova CH3(CH,);CH=CH(CH,);3:COOH 24:1
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Tabulka 2: Vy$§i mastné kyseliny, jejichZ acylové zbytky se nachéazeji v

glycerofosfolipidech
POLARNI SKUPINY
ODVOZENY OD VZOREC SKUPINY NAZEV FOSFOLIPIDU
ALKOHOLU
Voda -H Fosfatidova kyselina
) . Fosfatidylethanolamin
Etanolamin - CH,CH,NH;
(kefalin)
Cholin - CH,CH,N"(CH3); fosfatidylcholin
Serin - CH,CH(NH;")COO Fosfatidylserin (kefalin)
Glycerol - CH,CH(OH)CH,OH fosfatidylglycerol

Tabulka 3: Skupiny pfipojené na lipid v misté oznac¢eném pismenem X
Nazvoslovi:
Prvni dvé pismena charakterizuji fetézce na lipidu, tieti a ¢tvrté pojmenovavaji polarni hlavicku.
DOPC DiOleoylPhosphoCholin - dioleoylfosfatidylcholin

DPPC DiPalmitoylPhoshoCholin — dipalmitoylfosfatidylcholin

Sfingolipidy jsou tvofeny molekulou alkoholu sfingosinu, na ktery je pfes amidovou vazbu
navazan zbytek mastné kyseliny (Tabulka 2). Této struktufe se fikd ceramid. Na n¢j mohou byt,
podobné jako v piipad¢ glycerofosfolipidli, navazany rtizné polarni hlavicky (Tabulka 3) nebo

sacharidy, ¢imz vznikaji sfingomyeliny, cerebrosidy nebo gangliosidy.
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Obrazek 21: Sfingolipidy (pfevzato z reference [22])
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PRILOHA I1: VYPOCETNI VZTAHY MM A MD

Abychom ziskali hodnoty potencidlni energie pro jednotlivé atomy, potfebujeme urcit vztahy
mezi nimi a popsat tedy, jak spolu navzijem interaguji. Pro zisk celkové energie s¢itdme

vazebné a nevazebné pirispévky k energii.

E = Evazebné + Enevazebné

Ptispevek vazebné energie mizeme rozepsat do jednotlivych vztahti:
Energie vazeb

Vazby v molekulové mechanice chapeme jako pruziny, tedy jednoduché harmonické oscilatory.
Pro vlastnosti pruziny v mechanice potfebujeme znat silovou konstantu pruziny. Vypocty

probihaji podle rovnice:

Evazeb = 77" (T - TO)Z (4)’

kde £, je silova konstanta vazby, r je aktualni vzdalenost a ry je rovnovdzna vzdalenost atomt.
Rovnovazna vzdalenost atomii je urCena pro takovou délku vazby, pii které je potencidlni
energie co nejmens$i. Pokud tuto hodnotu odecteme od aktudlni vzdalenosti atomt, dostaneme
tzv. vychylku z rovnovazné polohy. Vazby mezi riznymi atomy maji i jiné parametry, takze
napiiklad vazba mezi atomy vodiku v molekule H, ma jinou silovou konstantu a rovnovdznou

vzdalenost vazby, nez atomy vodiku a chléru v molekule HCI.
Energie vazebnych uhli

K vypoctu energetického piispévku vazebnych thli k celkové potencidlni energii pouzivame
podobny aparat jako k vypoctu energie vazeb. Vazebny thel je rovnéz charakterizovan jako

pruZzina, potfebujeme tedy podobné parametry:

kg
By = — (6 - 6,)* (5),
kde kg je silova konstanta ihlu, 6 je aktudlni tihel a 6 je rovnovazny thel vazby.
Energie neprimych dihedralnich thli:
Opét pocitame podobnym systémem

ke

E.. =
da 2

(w — wp)? (6),

k,, je silova konstanta thlu, w a wy jsou aktudlni a rovnovazny thel vazby.
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Dihedralni (torzni uhel):

K vypoctu ptispévku torznich thli potfebujeme znat mnozstvi ekvivalentnich poloh v ramci

360° neboli multiplicitu.

k
E; = 7([) (1 + cos(np — ¢y)) (7),
k, je silova konstanta hlu, » je multiplicita, ¢ a ¢yjsou thel a rovnovazny dihedralni Ghel.
Coulombicky potencial/elektrostaticka interakce

Z Coulombova zékona, popisuje interakci dvou multipolti v monopdlovém rozvoji.

__ 1
4me, ey T (8),

c
kde g; a g; jsou parcialni ndboje na atomech, r; je vzdalenost atomi a & a g jsou relativni
permitivita a permitivita vakua.

Lennard-Jonesiiv potencial

Pocita s nekovalentnimi interakcemi:

E ., =X (Y

L] (Ti ) (ri, ),
parametry c; zavisi na typech atom, r;; je vzdalenost téchto dvou atomt, c; van der Waalsliv
polomér.

Molekulova dynamika

Z celkové potencialni energie vypocita MD silu, kterd pisobi na kazdy atom. Pomoci

Newtonova zédkonu pievede tuto energii na zrychleni, ¢imz ovlivni rychlost atomu.

F =m Xa (10),
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PRILOHA III: LIPOPROTEINY

Lipoproteiny jsou castice tvofené z nekovalentné asociovanych lipidi a proteinti nachazejici se
v krevni plazmé. Tvarem jsou podobné micelam, kulovité ¢astice s nepolarnim jadrem tvofenym
triacylglyceroly a estery cholesterolu. Jadro je obklopeno obalem z proteinti, fosfolipidi a

cholesterolu. Podle vlastnosti a funkci délime lipoproteiny do hlavnich péti kategorii:
*  Chylomikrony
* VLDL - endogenni triacylglyceroly, estery cholesterolu, cholesterol
* IDL - estery cholesterolu, triacylglyceroly, cholesterol
* LDL - estery cholesterolu, cholesterol, triacylglyceroly
* HDL — estery cholesterolu, cholesterol
Chylomikrony
Transportuji exogenni triacylglyceroly a cholesterol ze stfev do tkani.

Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL), stfedni hustotou (IDL) a s nizkou hustotou
(LDL)

Pienaseji vnitini triacylglyceroly a cholesterol zjater do tkani. LDL je hlavnim pfenaSecem
cholesterolu v krevnim fecisti [3]. LDL je pfijimany receptorem na povrchu plazmatické
membrany, shlukuje se s ostatnimi proteiny a poté je ve vacku vtazen do builky (endocytdza).
Diky tomuto mechanismu je v plazmatické membrané neustdle dostatek cholesterolu. Vysoka

wrwe

mu Casto prezdiva ,,z1y cholesterol®).
Lipoproteiny s vysokou hustotou

Prenaseji endogenni cholesterol z tkani do jater (,,hodny cholesterol). Obsahuji mén¢ lipida nez

LDL.
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PRILOHA IV: SROVNANI VYSLEDKU
Srovnani hodnot pro membrany s DOPC
Plocha potiebnd pro jeden lipid
soc cholesterol vmembréné Omol% | 2mol% | 3mol% | 6mol% | 9mol% | 16 mol% | 31 mol % | S50mol %
0,576 0,564 0,575 0,577 0,549 0,530 0,469 0,432
REFERENCE (1] cholesterol vmembrané 0 mol % Smol% | 10mol% | 15 mol % | 25 mol % | 40 mol %
0,635 0,583 0,582 0,573 0,554 0,542
Objem potiebny pro jeden lipid
soc cholesterol vmembrané Omol% | 2mol% | 3mol% | 6mol% | 9mol% | 16mol% | 31 mol % | S0mol %
1,294 1,276 1,274 1,261 1,235 1,199 1,100 0,990
REFERENCE (1] cholesterol vmembrané 0 mol % Smol% | 10mol% | 15 mol % | 25 mol % | 40 mol %
1,225 1,213 1,211 1,212 1,198 1,189
Vzddlenost atomi P (tlouitka membrény) (nm)
soc cholesterol vmembréné Omol% | 2mol% | 3mol% | 6mol% | 9mol% | 16mol% | 31 mol % | S50mol %
4,11 4,17 4,08 4,00 4,15 4,20 4,11 4,41
REFERENCE [2] cholesterol vmembréné 20 mol %
4,04
Vzddlenost atomu O (cholesterolu) od stfedu membrany (nm)
soc cholesterol vmembréné Omol% | 2mol% | 3mol% | 6mol% | 9mol% | 16mol% | 31 mol% | S50mol %
1,22 1,16 1,51 1,36 1,63 1,72 1,80
11mol% 50 mol %

_ cholesterol vmembréné

Tabulka 4: Srovnani vysledku s referencemi




