Uniwersytet Slaski w Katowicach
Wydzial Nauk Scistych i Technicznych

Instytut Fizyki im. Augusta Chetkowskiego

Mateusz Pabiszczak

Napelnianie bioagregatéw fosfolipidowych
substancjami polarnymi i niepolarnymi —
symulacje komputerowe.

PRACA DOKTORSKA

Promotor:
prof. dr hab. Zygmunt
Gburski

Katowice 2023



Streszczenie

Motywacja przeprowadzonych badan byta niedawno wysunigta koncepcja transportu
lekéw za posrednictwem bioagregatéw, wystepujacych naturalnie w organizmie czto-
wieka. Postuzono si¢ zaawansowang techniks symulacji komputerowych MD, dzigki
ktorej mozna uzyska¢ wglad w dynamike poszczegolnych czasteczek tworzacych ba-
dany uktad. Wybrano lipoproteiny HDL i nHDL, ktére jako sktadniki osocza we-
druja w organizmie wraz ze strumieniem krwi. Pokazano, ze mozna utworzy¢ stabilny
kanal transportowy do wnetrza tych bioagregatéw poprzez nanoindentacje ich po-
wierzchni za pomocg urzadzenia opartego na nanorurce weglowej, czego dowiodty
wykonane eksperymenty komputerowe. Umozliwito to przejscie do badania dyna-
miki struktury nHDL podczas jej napetniania zewnetrznymi substancjami. Wybrano
dwie bardzo odmienne substancje, silnie dipolowa wode oraz niepolarny argon. Sy-
mulacje MD pokazaly, ze wewnatrz nHDL mozna zapelnié¢ okoto 9 nm? objetosci,
bez naruszenia struktury tej lipoproteiny. Ponadto, az do 42 nm? wewng¢trznej ob-
jetosdci potrafig zapeli¢ wprowadzone czastki, bez rozerwania nHDL, powodujac
jednak stopniowa zmiane ksztattu nHDL od dyskoidalnego do kulistego. Stwier-
dzona elastycznos¢ struktury lipoproteiny nHDL, obserwowana dynamiczna zmiana
jej ksztalttu podczas procesu napetiania, stanowi nowa, nieznang wezesniej wiedze,
pozyskana dzieki wykonanym eksperymentom komputerowym. Wykazana mozliwosé
tadowania czasteczek do wnetrza bioagregatéw, np. nHDL, oraz pozyskana wiedza
o dynamice ich struktur podczas napetniania, stanowi istotna przestanke przy pro-

jektowaniu w przysztosci nowatorskich, liposomalnych systeméw transportu lekow.

Stowa kluczowe:
symulacje komputerowe, metoda MD, lipoproteiny HDL i nHDL, nanoindentacja,

nosniki lekow



Abstract

The motivation for the conducted research was the recently proposed concept of drug
transport via bioaggregates, naturally occurring in the human body. An advanced
MD computer simulation technique was used to gain insight into the dynamics of the
individual molecules that make up the system under study. HDL and nHDL lipopro-
teins were selected, which as plasma components migrate in the body along with the
blood stream. It was shown that it is possible to create a stable transport channel,
leading to the interior of these bioaggregates, by nanoindenting their surfaces with
a device based on a carbon nanotube, as proved by our computer experiments. This
enabled the study of the dynamics of nHDL structure during their filling with exter-
nal substances. Two very different substances were chosen, strongly dipolar water
and non-polar argon. MD simulations showed that approximately 9 nm? of volume
could be filled inside nHDL without affecting the structure of this lipoprotein. In
addition, up to 42 nm? of the internal volume can be filled by the outside partic-
les without breaking the nHDL, however, causing a gradual change in the shape of
nHDL from discoidal to spherical. The found elasticity of the lipoprotein structure,
the observed dynamic change of their shape during the filling process, is a new,
previously unknown knowledge, obtained thanks to our computer experiments. The
demonstrated possibility of loading molecules inside bioaggregates, e.g. nHDL, and
the acquired knowledge about the dynamics of their structures during filling, is an
important premise for the future design of innovative, liposomal drug transport sys-

tems.

Key words:
computer simulations, MD method, HDL and nHDL lipoproteins, nanoindentation,

drug carriers.
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Wprowadzenie

Lipoproteina o duzej gestosci (HDL) to bogata w biatko czasteczka zawierajaca nie-
zestryfikowany cholesterol (UC) w swojej warstwie fosfolipidowej i ester cholesterolu
(CE), bardziej hydrofobowa forme cholesterolu, w swoim rdzeniu. W przyblizeniu
potowe catkowitej masy HDL stanowia sktadniki lipidowe. Bioczasteczka HDL jest
zbudowana na biatku szkieletowym zwanym apolipoproteing (apoA-I), definiujacym
z grubsza jej ksztalt i agregujacym jej sktadniki fosfolipidowe. Istnieje rowniez po-
krewna czasteczka zwana nascent HDL (nHDL), ktéra rézni sie od HDL tym, iz nie
zawiera estréw cholesterolu w swoim rdzeniu. apoA-I jest gtéwnym biatkiem HDL
osocza i gtownym no$nikiem nadmiaru zestryfikowanego cholesterolu z wewnetrz-
nej wysciétki naczyn krwionosnych (tkanek obwodowych) do watroby, w procesie
okreslanym jako odwrécony transport cholesterolu (RCT) [1]. Dlatego lipoproteiny
o duzej gestosci chronig przed rozwojem miazdzycy i pokrewnych chorob uktadu kra-
zenia [2]. Obecnie, wraz z wkraczaniem medycyny na poziom molekularny, istnieje
pilne zapotrzebowanie na nosniki o rozmiarach nanometréw, zdolne do transportu
czasteczek leku precyzyjnie w miejsce wystepowania choroby. Jest to wazny, szybko
rozwijajacy sie obszar badan, by wspomnie¢ cho¢by proby wbhudowania czasteczek le-
kéw w ksztalt origami DNA [3, 4] czy intensywnie testowane nanonosniki polimerowe
[4-6]. Ostatnio lipoproteina HDL krazaca we krwi zostata wskazana jako potencjalny
kandydat do transportu lekéw w organizmie ludzkim ze wzgledu na mate rozmiary,
odpowiednie wlasciwoséci powierzchniowe, dhugi czas krazenia, biokompatybilnosé,
biodegradowalnos$¢ i niska stymulacje immunologiczna [7, 8]. Niniejsza praca wnosi
wktad w ten witasnie sie rozpoczynajacy, nowy kierunek poszukiwan. W szczegdl-
nosci wykonano badanie - za pomoca symulacji komputerowych - procesu tadowa-

nia obcych czasteczek lub atoméw do wnetrza nHDL. Zgromadzona w ten sposob
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wiedza, jak réwniez wezesniejsze prace dotyczace interakcji bioagregatow fosfolipi-
dowych z nanostrukturami weglowymi, moga postuzy¢ jako inspiracja, uzupetniac
i wspiera¢ prowadzone w przysztosci rzeczywiste eksperymenty wykorzystujace HDL

i nHDL do dostarczania lekéw w organizmie [9].



Rozdziat 1

Kompleksy lipoproteinowe

1.1 Lipidy

Btlony biologiczne sa zorganizowanymi warstwowymi uktadami makromolekularnymi,
ztozonymi gtéwnie z biatek i lipidéw. Petnig one funkcje niezbedne do zycia nadajac
komoérkom indywidualnosé poprzez oddzielenie ich od srodowiska. Komérki euka-
riotyczne zawieraja réwniez blony wewnetrzne, ktére wytyczaja granice organelli
takich jak mitochondria, chloroplasty i lizosomy. Te odrebne przedzialty w komorce
sg Scisle zwiazane z jej specjalizacja.

Jednak wystepowanie blon nie ogranicza sie tylko do komoérki i jest bardziej
powszechne, np. otaczajg one kompleksy lipoproteinowe.

Lipidy sa zréznicowang grupa hydrofobowych zwiazkéw organicznych. Poniewaz
sg one nierozpuszczalne w wodzie, ich rozmieszczenie w organizmie jest nieréwno-
mierne. Wiekszos¢ z nich jest skupiona w cytoplazmie komoérek ttuszczowych, w bto-
nach biologicznych i kompleksach z biatkami osoczowymi. Oprocz funkcji, ktore pet-
niag w btonach sg one réwniez gtéwnym substratem energetycznym dla organizmu
ludzkiego.

Lipidy wchodzace w sktad bton to przede wszystkim fosfolipidy i cholesterol.

1.1.1 Fosfolipidy

Fosfolipidy wystepuja bardzo licznie we wszystkich btonach biologicznych. Sa one

pochodnymi glicerolu lub rzadziej, sfingozyny. Rys. 1.1 przedstawia model fosfoli-
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pidu. Fosfolipidy sg substancjami amfipatycznymi. fLancuchy kwasow ttuszczowych
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Rysunek 1.1: Wzo6r chemiczny i schemat struktury przestrzennej fosfolipidu.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z o0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.
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fosfolipidow zawieraja zwykle parzysta liczbe atoméw wegla (na ogét od 14 do 24).
Dhugosé tancucha oraz stopien nasycenia kwasow ttuszczowych ma istotny wptyw
na ptynnos¢ bton. Ogony weglowe stanowia hydrofobowa czes¢ molekuty. Z rys. 1.1
widaé, ze fosfolipid zawiera takze czes¢ hydrofilowa, reszte fosforanowa, okreslang
mianem gltowy. Szkielet glicerolowy/sfingozyny jest najmniej elastyczna czescia fos-
folipidu i taczy ze soba cze$é¢ hydrofobows i hydrofilowa.

Fosfolipidy sa syntetyzowane w gladkiej siateczce endoplazmatycznej, skad sa
transportowane do aparatu Goldiego, a nastepnie do bton, gdzie staja sie ich sktad-
nikami. Fosfolipidy, ktore nie zostaly wbudowane do zadnych struktur btonowych sg

wydzielane droga egzocytozy.

1.1.2 Cholesterol

Cholesterol jest chyba najbardziej znanym steroidem ze wzgledu na jego udziat
w rozwoju miazdzycy i choréb serca. Wystepuje on we wszystkich komoérkach orga-
nizmu, zwlaszcza w tkance nerwowej. Jest waznym sktadnikiem bton plazmatycz-
nych i lipoprotein surowicy krwi, gdzie wystepuje jako ester cholesterolu z grupa
hydroksylowa w pozycji 3, zestryfikowang dhugotancuchowym kwasem thuszczowym.

Cholesterol nie wystepuje w roslinach i bakteriach. Jak wszystkie steroidy, réwniez

10
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cholesterol ma rdzen przypominajacy fenantren (pierscienie A, B, C), do ktérego

dotaczony jest pierécien cyklopentanu (pierscien D) (rys. 1.2).

12

Rysunek 1.2: Rdzen steroidowy.

Dzieki swojej budowie (rys. 1.3), w organizmach eukariotycznych cholesterol od-
grywa krytyczng role w regulowaniu ptynnosci btony komoérkowej, a w szczegdlnosci

jej czedci nazywanej dwuwarstwa fosfolipidowa. Cholesterol wbudowuje sie¢ w dwu-

Rysunek 1.3: Cholesterol.

warstwe swa dluga osig prostopadle do ptaszczyzny blony. Grupa hydroksylowa
wigze sie z atomem tlenu polarnego bieguna fosfolipidu poprzez nietrwale wigza-
nie wodorowe. Z kolei weglowodorowy ogon molekuty umieszczony jest w hydrofo-
bowym rdzeniu dwuwarstwy. Cholesterol wpasowujac sie miedzy tancuchy weglo-
wodorowe fosfolipidow zapobiega ich krystalizacji. Im wieksze stezenie cholesterolu
w dwuwarstwie tym bardziej tagodne przejscia fazowe w btonie. Negatywnym efek-
tem obecnosci cholesterolu w btonie jest utrudnienie ruchéw ogonéw fosfolipidowych,

co zmniejsza ptynnosé bton.

11
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1.2 Lipoproteiny

Lipidy maja hydrofobowy charakter. To sprawia, ze ich transport we krwi jest moz-
liwy dzieki powstawaniu rozpuszczalnych kompleksow z biatkami osoczowymi.
Whetrze kompleksu lipoproteinowego stanowi silnie hydrofobowy rdzen, ztozony
z estrow cholesterolu oraz triacylogliceroli. Rdzen ten jest otoczony wolnym cho-
lesterolem, fosfolipidami stanowigcymi hydrofilng powtoke oraz biatkami nazywa-
nych apolipoproteinami lub apoproteinami. Transportuja one tréjglicerydy oraz es-
try cholesterolu miedzy komoérkami. Apolipoproteiny sa hydrofilowymi sktadnikami
lipoprotein, zapewniajacymi im rozpuszczalnos¢. Oprocz tego petnig jeszcze naste-

pujace funkcje [10-12]:
e dzialajg jako ligandy receptorow lipoproteinowych w tkankach,
e kieruja tworzeniem lipoprotein,
e pelnig role strukturalng,

e stuzg jako aktywatory lub inhibitory enzymoéw bioracych udziat w metaboli-

zmie lipoprotein.

Apolipoproteiny ze wzgledu na ich budowe i funkcje dzieli sie na klasy, noszace
symbole literowe (od apoA do apoH). Te z kolei dzieli sie na podklasy (np. apoA-I,
apoC-II).

Lipidowe sktadniki powtoki otaczajace rdzen kompleksu lipproteinowego sa tak
zorientowane przestrzennie, ze ich grupy niepolarne sg zwrocone w strone hydrofo-
bowego rdzenia, a grupy polarne sa skierowane na zewnatrz, ku powierzchni. Polarne
grupy lipidow oraz sktadniki biatkowe biomolekuty wiaza wode, dzigki czemu caty
kompleks lipoproteinowy staje sie rozpuszczalny w osoczu i moze by¢, pomimo swego
hydrofobowego charakteru, transportowany do odlegtych tkanek (rys. 1.4).

Biorac pod uwage rozmiar oraz zawartos¢ lipidéw i apolipoprotein, lipoproteiny

osocza dzieli sie na pie¢ klas (rys. 1.5):
e chylomikrony;

e lipoproteiny bardzo matej gestosci (ang. Very Low Density Lipoprotein, VLDL);

12
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Rysunek 1.4: Budowa kompleksu lipoproteinowego transportowanego w osoczu.
Zrédio [10].

e lipoproteiny o posredniej gestosci (ang. Intermediate Density Lipoprotein, IDL);
e lipoproteiny niskiej gestosci (LDL);
e lipoproteiny wysokiej gestosci (HDL).

Sktad poszczegdlnych klas ulega wahaniom, gdyz czasteczki lipoprotein sg stale syn-
tetyzowane, rozktadane i usuwane z krwi. Stale wymieniaja réwniez miedzy sobg

sktadniki lipidowe i apolipoproteinowe.

Non-HDL-C

i)

Atherogenic lipoprotein

/—/H

Chylomicron Chylomicron

VLDL
remnant
IDL
- QP O@es:

o m— o e 2 X2 e~

Intima

=== "> Endothelial cells ‘ Triglyceride ‘ Cholesterol

Rysunek 1.5: Wazne lipidy w ludzkim osoczu.
Zrédlo [13].

Chylomikrony, VLDL, IDL i LDL sa lipoproteinami pro-miazdzycowymi nato-

miast czasteczki HDL wykazuja wlasciwosci przeciwmiazdzycowe [13].
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Kompleksy lipoproteinowe

1.3 Biomolekuty HDL

Czasteczki HDL sa lipoproteinami o najwiekszej gestosci oraz o najwyzszym sto-
sunku biatek do lipidéw. Zyskaty szczegdlne zainteresowanie w medycynie, ponie-
waz badania wykazaly silng odwrotna zalezno$é¢ miedzy stezeniem czasteczek HDL
a ryzykiem wystapienia miazdzycy w naczyniach krwiono$nych [2]. HDL jest syn-
tetyzowany w watrobie oraz Scianie jelita, a nastepnie uwalniany do krwi droga
egzocytozy. Uwolniony kompleks ma gesto$é zwierajacg sie miedzy 1.0 a 1.2 g cm™

i drednice 5 - 12nm. Jezeli chodzi o sktad to jest on nastepujacy:

e triacyloglicerole: 2 - 7 % masy HDL,

e cholesterol: 18 - 25 % masy HDL,

e fosfolipidy: 26 - 32 % masy HDL,

e biatko: 45 - 55 % masy kompleksu.

W sktad kompleksu HDL wchodza apolipoproteiny, w tym biatko apoA-I, uzyte
w modelu biomolekuty HDL i nHDL w prezentowanych w tej pracy badaniach. Apo-
lipoproteina A-I jest zbudowanym z 243 aminokwaséw polipeptydem. Jest ona syn-
tetyzowana w watrobie. Jej masa czasteczkowa to 20.0kDa, stezenie w osoczu osigga
poziom 130 mg dL-!. Biatko apoA-I aktywuje acylotransferaze lecytyna:cholesterol
(przeniesienie reszty kwasu ttuszczowego z pozycji 2 lecytyny na cholesterol) [14].

Zasadnicza rolg HDL jest wiagzanie cholesterolu uwalnianego do osocza. Ponadto
HDL jest krazacym rezerwuarem apolipoprotein, w tym apoC-II, ktéra jako sktad-
nik lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL) i chylomikronéw jest aktywatorem
lipazy lipoproteinowej, ktory to enzym uwalnia cholesterol z tkanek pozawatrobo-
wych.

Jeszcze inng rolg HDL jest wychwytywanie i przechowywanie apoprotein z chy-
lomikronéw resztkowych oraz lipiproteiny o niskiej gestosci (LDL), zanim te ulegna
endocytozie, czyli wniknigciu do wnetrza komorki poprzez zwiazanie sie z ich recep-

torami na powierzchni komorek.

14
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1.3.1 Metabolizm HDL

Swiezo wydzielone z watroby kompleksy sa nieksztaltnymi czgsteczkami, ktére za-
wieraja liczne apolipoproteiny (gtéwnie apoA, apoC i apoE), fosfolipidy (gtéwnie
lecytyne) i cholesterol. W miare gromadzenia si¢ w ich wnetrzu cholesterolu przyj-
mujg ksztalt kulisty.

Natychmiast po pobraniu przez HDL wolnego wolnego cholesterolu, ten ostatni
jest estryfikowany. Odbywa sie to przez wspomniany wczesniej enzym 0soCzowy, acy-
lotransferaze lecytyna:cholesterol. Enzym ten jest syntetyzowany w watrobie i akty-
wowany przez biatko apoA-I.

Powstaty ester cholesterolu jest mocno hydrofobowy. Dzieki temu jest silnie wig-
zany przez HDL i nie moze go juz samodzielnie opusci¢. Istniejacy mechanizm usu-
wania tego estru z bioagregatu to przeniesienie go do VLDL przez biatko przenoszace
estry cholesterolu. Po przeksztatceniu VLDL w LDL pozostaje on jego sktadnikiem
az do momentu pobrania, a w nastepnej kolejnosci przetworzenia lipoproteiny o ni-
skiej gestosci przez komoérke watrobows.

Kuliste HDL sa pobierane przez komoérki watrobowe (tzw. endocytoza). Estry
cholesterolu ulegaja hydrolizie, a uwolniony cholesterol zostaje ” przepakowany” w inne
lipoproteiny, przetworzony w kwasy zélciowe lub wydzielony do zo6tci i wydalony

z organizmu. Cykl metaboliczny HDL jest pokazany na rys. 1.6.

1.3.2 Typy kompleksé6w HDL

Poniewaz ttuszcz wykazuje mniejsza gestosé niz woda, gestos¢ lipoproteiny maleje
wraz ze wzrostem proporcji lipidu do biatka. Wyrdznia si¢ cztery gtowne grupy
lipoprotein wazne pod wzgledem fizjologicznym (chylomicorny, VLDL, LDL, HDL).

Z kolei lipoproteiny HDL dzieli sie na kilka frakcji, szczegétowo scharakteryzowanych

w tab. 1.1 [15].

Lipoproteina Zrédlo Srednica [nm] | Gestogé [g/mL] Bialko [‘zl](miipi I sf;_;‘;;rii Apolipoproteiny
HDL; Watroba, 20-25 1.019-1.063 32 68 lipidowe AT, A-TI, A-TV
HDLy jelito, 10-20 1.063-1.125 33 67 Fosfolipidy, | C-I, C-1I, C-III
HDL3 VLDL, 5-10 1.125-1.210 57 43 cholersterol D% E

pre-S-HDL | chylomikrony <5 >1.210 A-1

Tablica 1.1: Sktad komplekséw HDL w osoczu krwi.
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Rysunek 1.6: Metabolizm HDL w odwréconym transporcie cholesterolu.

Wyjasnienie skrétéw: LCAT - acylotranferaza lecytyna:cholesterol; C - cholesterol; CE - estry
cholesterolu; PL - fosfolipid; A-I alipoproteina A-I; SR-B1 - receptor oczyszczajacy Bl; ABCAL1 -
kasetowy receptor Al wiazacy ATP (adenozynotréjfosforan)[11].

Pre(-1 HDL jest estryfikowany do formy nascent HDL (nHDL) poprzez dodanie
lipidéw wydalonych przez komorki [16]. nHDL jest w prezentowanych tutaj bada-
niach bioagregatem, ktoéry jest wypeliany substratem. Pre-1 HDL jest wypel-
niana w reakcji katalizowanej przez enzym transportowy ABCA1 zaréwno produk-
tem w procesie tworzenia agreagtu zlozonego z monomerycznej czasteczki apoA-I
zwigzanej z kilkoma czasteczkami PL, jak i substratem podczas transportu PL i cho-
lesterolu do rdzenia apolipoproteiny apoA-I ubogiej w fosfolipidy [16]. Stanowi tylko
kilka procent molekut HDL w osoczu. Wynika to z faktu, ze cechuje go wysoka zdol-
nos¢ wchtaniania fosfolipidéw i cholesterolu co prowadzi do szybkiego przeksztatce-
nia w inne rodzaje HDL. Przyjmuje sie, ze jest on pierwszym ogniwem w tancuchu
zdarzen zapobiegajacych rozwojowi blaszki miazdzycowej, poniewaz usuwa chole-
sterol i fosfolipidy z komoérek w postaci niezestryfikowanej. Pref-1 HDL wykazuje
podobne witasciwosci do ubogiej w cholesterol (oraz jego estry) czasteczki nHDL
(ang. NascentHDL), majacej ksztalt dysku. Dyskoidalna molekula jest najprostsza
strukturalnie formag HDL. Sktada sie ona z jednej lub dwbch czasteczek apoA-I,

warstwy fosfolipidowej oraz niewielkiej ilosci cholesterolu.
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Rozdziat 2

Dynamika molekularna

Symulacje komputerowe korzystaja z rozmaitych algorytméw numerycznych do wy-
konywania eksperymentéw maszynowych na modelach wybranych uktadow fizycz-
nych [17]. Metody symulacyjne znajduja szerokie zastosowania poniewaz sa one wy-
dajnymi narzedziami umozliwiajacymi testowanie wtasnosci modeli oraz ich porow-
nanie z danymi eksperymentalnymi. Czesto uzywa sie tych algorytméw do analizy
probleméw, dla ktérych niemozliwe jest rozwiazanie analityczne. Symulacje kompu-
terowe mozna réwniez wielokrotnie powtarzac, zmieniajac za kazdym razem para-
metry uktadu w celu obserwacji i analizy wptywu tych zmian na przebieg zjawiska.
Wsréd metod symulacyjnych wyrdznia sie dwie grupy: stochastyczne i determini-
styczne. Metody stochastyczne opieraja sie o teorie prawdopodobienstwa i mecha-
nike statystyczna. Jednym z fundamentalnych elementéw tego typu symulacji jest
koncepcja tancucha Markowa [18]. Metoda ta nie mozna obliczy¢ trajektorii poszcze-
gblnych czastek, nie dostanie sie ewolucji czasowej badanego uktadu. Przyktadem
metody stochastycznej jest symulacja typu Monte Carlo (MC). Metody determini-
styczne to takie, w ktorych nalezy sprecyzowaé¢ rownania ruchu uktadu i catkowac je
po czasie. Dla zbioru czastek podlegajacych prawom mechaniki klasycznej, dominu-
jaca role odgrywa deterministyczna metoda dynamiki molekularnej (ang. Molecular
Dynamics, MD), ktéra bazuje na numerycznym obliczaniu trajektorii w przestrzeni
fazowej zbioru czastek, przy zadanych pedach i potozeniach poczatkowych. Wiel-
kosci makroskopowe opisujace stan uktadu oblicza sie jako srednie po trajektorii

w przestrzeni fazowe;j.
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Dynamika Molekularna

Podstawowym elementem programu do symulacji metoda dynamiki molekularne;j
jest algorytm rozwigzujacy uktad rownan rézniczkowych, ktéry opisuje ruch oddzia-
tujacych czastek. Najprostszym przypadkiem takiego algorytmu jest wykorzystanie

do obliczania sit réwnania ruchu Newtona (2.1).

F; = myf; (2.1)

Gdzie Fj jest sita, m; masa, a r; przyspieszeniem i-tego atomu. Site F; oddziatujaca
na i-ty atom mozna wyznaczy¢ poprzez zrozniczkowanie funkcji energii potencjalnej
U po potozeniu r; (2.2).

F;=-v,U (2:2)

Catkujac réownania ruchu (2.3), znajac potozenia i predkosci atoméw w chwili ¢,

mozna wyznaczy¢ potozenia i predkosci w chwili t + At.

(3
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Dynamika Molekularna

2.1 Algorytm Velocity Verlet

Roéwnanie ruchu Lagrange’a dla uktadu, w ktérym dziataja sity potencjalne opisuje

wzor (2.4).

d (0L oL
—(,)— _0 (2.4)
dt\0g;) 0q;

Zmienne q; i q; sa odpowiednio uogdlnionymi wspoétrzednymi potozen i predkosci
w ilodci réwnej liczbie stopni swobody uktadu dynamicznego. Dla N nieoddziatujg-

cych atoméw gazu liczba stopni swobody wynosi 3NV.
L=K-U (2.5)

Funkcja Lagrange’a L (2.5) jest réznica energii kinetycznej K oraz energii poten-
cjalnej U.
F,=v,L (2.6)

Uzywajac klasycznych definicji sity potencjalnej F; (2.6) oraz energii kinetycznej
(2.7) w uktadzie wspolrzednych kartezjanskich r;, réwanie ruchu Lagrange’a (2.4)

przeksztalca sig do réwnania ruchu Newtona (2.3).
K . > myri? (2.7)
2 - 2 .

Innym, jeszcze wygodniejszym opisem uktadu jest opis hamiltonowski, w ktorym

z kazda wspoirzedna uogdlniona q; wiazemy ped uogdlniony p; (2.8).

L
- 04

Wprowadzenie uogélnionych pedéw p; zaleznych od wspotrzednych potozen g; po-

zwala na zdefiniowanie hamiltonianu dla systemu za pomoca wzoru (2.9).
H = Zq"p" - L (2.9)
Hamiltonian H jest suma energii kinetycznej i potencjalnej (2.10).

H=K+U (2.10)
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Jesli potencjat nie zalezy od predkosci g; i czasu ¢, to hamiltonian zachowuje energie

oraz hamiltonowskie réwnania ruchu mozna zapisa¢ wzorami (2.11) i (2.12).

. OH
di=5 (2.11)
OH
;= — 2.12
Pi= g (2.12)

Dla wspotrzednych kartezjanskich w opisie hamiltonowskim rownania ruchu opisane
sa wzorami (2.13) i (2.14). Podczas gdy wzory te sa uktadem 3N réwnan rézniczko-
wych drugiego rzedu, to wzor (2.3) jest uktadem 6N rownan rézniczkowe pierwszego
rzedu. Oba systemy sg réwnowazne, ale wymagaja algorytmow numerycznych o roz-

nym stopniu ztozonosci do ich rozwigzywania.

. _ P

= 2.13
" m; ( )
pi=F; (2.14)

Ewolucja uktadu fizycznego moze by¢ opisana réwnaniem Liouville’a (2.15) uzywajac

statystyki klasycznej w funkcji rozktadu mechanicznego p(q, p,t).

dp OH 0p OH
0q; Op;  0p; Oq;

%. > ) =~tp.11) (2.15)

Dla przestrzeni fazowej I = {r;, p;} wspétrzednych kartezjanskich potozen i pedow,

trajektoria jest oznaczona jako I'(t). Ewolucje obserwabli A(I") opisuje réwnanie

(2.16).

U (B ) e

i

Operator Liouville’a £ jest zdefiniowany wzorem (2.17).

: .0 .0
il = ZI: (Tlﬁ_n +pia—pi) (2.17)

Rozwiazaniem ogdlnym réwnania (2.16) jest funkcja A(t) opisana wzorem (2.18).

A(t) = e A(0) (2.18)
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Operator Liouville’a mozna podzieli¢ na dwie czesci (2.19).

il =il, +iLl, (2.19)

gdzie iL, iiL,, sktadowe operatora iL sa zdefiniowane odpowiednio wzorami (2.20)

oraz (2.21).
: . 0
il = Zi:nﬁri (2.20)
0
L= S pi— 2.21

W ogélnosci operatory ¢£, i iL, nie komutujg (2.22).
iL,iLy0 +iL,iL. ¢ (2.22)

Dekompozycje Trotter’a dla niekomutujacych ze sobg operatoréw A i B, [A,B] #0

opisuje réwnanie (2.23) [19].

B — lim [eB/QPeA/PeB/2P]P (2.23)

P—oo

Dla operatora (2.19) dekompozycja Trotter’a przyjmuje postaé¢ rownania (2.24).

iLt _ (iL+iLy)t

e = lim [ oiLot/2P Gilyt/P eiﬁpt/QP]P (2.24)

P—oo

Wprowadzajac maty dyskretny krok At =¢/P 2.25 otrzymano wzoér 2.26.

P—oo, At—0
eil:t ~ [eiﬁpAt/QeiﬁTAteiﬁpAt/2]P + O(PAt3) (226)

Uwzgledniajac zalezno$é t = PAt otrzymano réwnanie 2.27.

QILAL o (iLpAt)2 ilr At il At[2 | O(At?’) (2.27)
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Wrzory (2.28) 1 (2.29) stanowia podstawe algorytmu Velocity-Verlet [20].

015 Lo I ALy i 5Ly ri(t) + O(AE) = ri(t) + At 7;(%) +0O(AF)

Af2
=71 (t) + At v;(t) + 5 t

Fi(t) + 0(A?)
my;

=r;(t + At) (2.28)
oA Ly iDLy i Ly pi(t) + O(AL) = p;(t) + %(pi(t) +pi(t + At)) + O(A)

2 (F(t) + Fi(t+ A1) + O(AF)

= u;(t
vit) + 5

=v;(t + At) (2.29)

Réwnania ruchu Langevin’a opisane sa wzorami (2.30) i (2.31).

d 1

—r;= —py 2.30
dtr mip ( )
d 1

= F -~ | —p — 1 . 31
dtpl i %[mipl 111:|+771 (2.31)

Dla standardowego termostatu Langevin’a F; jest sila zachowawcza, ktora zalezy

tylko od polozenia czastek a predko$é rozpuszcezalnika wynosi zero (u; = 0).

(Mia) =0 (2.32)

(NiaMig) = 27iksT ;0050 (t —t") (2.33)

Aby uzyskaé algorytm podobny do algorytmu Verleta, przepisujemy rownania ruchu

za pomoca ujecia Fokkera-Plancka (rozszerzenie Kramers-Moyal, [21]):

atp(F, t) = (L1 + L2 + L3 + L4)p(F, t), (234)

ktore opisuje konserwatywna rzeczywista przestrzen oraz zachowany ped. Réwanie

opisuje dysypatywny uktad podlegajacy stochastycznej ewolucji. Operatory L; za-
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dane sg rOwnaniami:

Ll:_zi:a%'% (2.35)
Ly=— Z 8(2)1 F; (2.36)
Ly= ZZ:%% : [miipi - ui] (2.37)
Li= kBT;%% (2.38)

Ponownie uzywajac rozwiniecia Trotter’a uzyskujemy:

A A
exp[(Ly + Lo+ L3 + Ly) At] = emp[[q?t] cexp[(Lg + Lg + Ly)At] - exp[[q?t]
+ O(AP)
(2.39)

Zauwazajac, ze Ly zawiera tylko pochodne po potozeniu czastek a Lo+ L3+ L4 zawiera
pochodne po pedzie, to otrzymujemy algorytm rzedu O(At3), ktéry aktualizuje
potozenia dla t + At/2, pedy dla ¢t + At i ponownie polozenia do kolejnego pelnego
kroku czasowego t + At. Dla tej sekwencji mozna doktadnie znalezé rozwigzania
réwnan ruchu, pierwsza aktualizacja pozycji jest zadana przez réwnanie (2.40).

At pi(t)
2 m;

I‘i(t + %) = I‘i(t) + (240)

Aktualizacja pedu jest okreslana przez doktadne rozwigzanie réwnania Langevina.
Matematycznie, réwnanie (2.31) to nic innego jak dobrze znany problem ruchéw
Browna w potencjale harmonicznym. Zatem aktualizacje pedu do chwili czasu At

mozna zapisaé jako

Pi(At) = di(At)pi(0) + ¢i(At)D; + o (A)(; (2.41)
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gdzie d;(At), ¢;(At) i 0(At) to parametry ktére mozna obliczyé na poczatku symu-

lacji:
di(At) = emp(—%At) (2.42)
qi(At) = % [1 - exp (1 - %At)] (2.43)
oi(At) = [ mikpT [1 —exp (—Q%At)] (2.44)

Zmienne losowe ( i ¢ sa wzajemnie nieskorelowane, zgodne z rozktadem Gaussa
i majg zerowa Srednig i jednostkows wariancje. Zaktadajac zerowa wartos¢ wspot-
czynnika gamma i brak dodatkowej sity n; przedstawiona powyzej metoda sprowadza

sie do algorytmu Velocity-Verlet.
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2.2 Metoda Sterowanej Dynamiki Molekularnej

Technika symulacji sterowanej dynamiki molekularnej (ang. Steered Molecular Dy-
namics SMD) opiera si¢ na koncepcji przylozenia sity zewnetrznej do jednego lub
wiecej atomow, ktore okresla sie jako atomy SMD. Ponadto mozna utrzymaé inng
grupe atomoéw ustalong w jednym miejscu, zabraniajac im ruchu lub dodajac do-
datkowe, harmoniczne ograniczenia ich potozenia.

Takie podejscie pozwala badac¢ procesy biologiczne w skali czasowej dostepne dla
symulacji MD oraz w szerokim zakresie warunkow. Metode SMD z powodzeniem
zastosowano do badania rozwijania biatek [22-26], ekstrakcji cholesterolu z biosyste-
méw [27-29], nanoindentacji dwuwarstw fosfolipidowych [30-32]. Wykazano, ze nie-
réwnowagowa dynamika molekularna moze by¢ wykorzystana do gtebszego wgladu

w procesy dynamiczne indukowane sita zewnetrzna na poziomie molekularnym.
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2.3 Potencjat CHARMM

Parametryzacja CHARMM (ang. Chemistry at Harvard Macromolecular Mecha-
nics) jest szeroko stosowana w dynamice molekularnej do modelowania biomolekut.
Zawiera zestaw parametréw opisujacy biatka [33]. W wersji CHARMM?27 wprowa-
dzono ulepszenia w opisie DNA, RNA i lipidow, a takze zastosowano uogdlniong
wersje potencjatu dla zwiazkéw o strukturze chemicznej podobnej do lekéw [34,
35]. CHARMM uzywany jest réwniez do modelowania uktadéw osadzonych na po-
wierzchni lub wewnatrz nanorurek weglowych [36-38]. Funkcja energii w potencjale

CHARMM opisana jest wzorem (2.45).

Echarmm = Ebonded + Enonb(mded (245)

Wyraz Epongeq reprezentuje wiazania kowalencyjne. Wyraz E,onpondea Odpowiada za
niewiagzace interakcje miedzy czasteczkami lub atomami. Sktadowe energii Ejpondeq

przedstawione zostaly we wzorze (2.46).

Ebonded = Ebond + Eangle + Eub + Edihedral + Eimproper + Ecmap (246)

Wyrazy Epona (2.47) oraz Egpnge (2.48) reprezentuja odpowiednio zmiane diugosci

i wartosci kata wigzania chemicznego.

Ebond = Z biond(ri - 7“0)2 (247)
bonds

Eangle = Z K;zngle(ei - 00)2 (248)
angles

Sktadowa energii Urey-Bradley E,;, (2.49) jest dodatkowym wyrazem harmonicz-

nym, opisujgcym rozcigganie wigzania Ejyong 1 zginanie katowe Fypq.. Koryguje od-

legtos¢ miedzy pierwszym a trzecim atomem w wyrazeniu katowym. W najnowszych

wersjach parametryzacji CHARMM sktadowa FE,;, jest pomijana.
Ew= Y, Kb -b7)

Urey
Bradley

(2.49)
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Wyraz dwuscienny Eyinearar (2.50) reprezentuje poprawke na catkowita energie po-
tencjalng wynikajaca z obrotu skretnego czterech atomow wokoét centralnego wigza-
nia.

Z:diheclrals Kldihedral(l + COS(nSOi - yl))? n+0
Eldinedral = (2.50)

dihedral )2 —
Zdihedr(zls Kz (gpl yl) ) n=>0

Sktadowg energii Epondeqa zWigzang z chiralnoscig atoméw opisuje wyraz Eiproper

(2.51).

Eimproper = Z K;zngle(wi - w0)2 (251)

angles

Termin E,,,qp (2.52) bedacy najnowszym dodatkiem do parametryzacji CHARMM [39]
jest parametrem krzyzowym dla par dwusciennych katéw szkieletu w postaci korek-
¢jnych map energii. W obecnym CHARMM jest uzywany wytacznie do poprawy

wtasciwosci konformacyjnych szkieletow biatek.

Ecmap = Z 6cmap(¢>w) (252)

cmap

Sumowanie w powyzszych réwnaniach odbywa sie po wszystkich zadeklarowanych
wigzaniach, katach miedzy wigzaniami, pierwszym i trzecim atomie pary katéw oraz
dwusciennych katach w badanym uktadzie, a K; oznacza stala sity kazdej interakcji.
Energia Eonpondea Teprezentujaca niekowalencyjne wiazania jest ztozona z dwoéch

wyrazow (2.53).

Enonbonded = Evdw + Ecoulomb (253>

Oddziatywanie van der Waal’sa (2.54) modelowane jest uzywajac standardowego

potencjatu Lenard-Jones’a 12 - 6 [40].

seespel(@ ]

i > Tij
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Wyrazenie r;; jest odlegloscig pomiedzy i-tym i j-tym atomem, a ¢;; jest gleboko-
scig potencjatu dla wartoSci rp,, = $/20;;. Parametry interakcji pomiedzy atomami
roznego typu wyznaczane sa z reguly mieszania Lorentz-Berthelot opisane wzorami

(2.55) i (2.56).

€ij = \V/€i€j (255)

0i+aj
Ty

(2.56)

Oddziatywania elektrostatyczne w uktadzie opisuje prawo Coulomba wyrazone jest
poprzez rownanie (2.57), w ktorym ¢;, g; to tadunki czastkowe na atomach ¢ i j, a
€ to przenikalnos$¢ dielektryczna prézni.

Ecoutomb = ZZ: JZ; #Z;ij (2.57)
Dla uproszczenia obliczen oddziatywania niezwigzane sg zwykle odcinane w pewnej
odlegtosci. Typowy promien odciecia w symulacjach biomolekul miesci si¢ w prze-
dziale 1,0-1,5 nm. W uktadach z okresowymi warunkami brzegowymi (PBC) [41] nie
mozna poming¢ oddzialywan elektrostatycznych dalekiego zasiegu. Algorytmy, takie
jak technika sumowania Ewalda [42] czy metoda siatki czastek Ewalda (PME) [43],
zostaly opracowane w celu uwzglednienia oddziatywan elektrostatycznych dalekiego
zasiegu.
Bezposrednie wprowadzenie odlegtosci odciecia wprowadzitoby nieciggtosé poten-
cjatu, ktéra moze wplynaé na stabilno$¢ obliczen dynamiki molekularnej. Aby roz-
wigzaé ten problem, niezwigzane terminy interakcji sa zawite ze specjalnymi funk-
cjami przelaczania lub przesuwania. W symulacjach przedstawionych w tej pracy
wprowadzono przetaczanie cztondéw niezwigzanych bezposrednio, zwykle w odlegto-

Sci mniejszej od promienia odciecia o 0,15 nm lub 0,2 nm.
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2.4 Wybrane metody analizy danych symulacyjnych MD

Wiazanie wodorowe jest specyficznym oddziatywaniem bliskiego zasiggu, nalezacym
do kluczowych zjawisk wystepujacych w przyrodzie. Pelni ono istotna rol¢ w pod-
stawowych procesach biochemicznych.

Wiazanie wodorowe jest efektywnym wzajemnym oddzialywaniem pomiedzy ato-
mem wodoru pochodzacym z molekuly lub fragmentu D-H molekuly (gdzie D jest
bardziej elektroujemny niz H) i atomem A lub grupa atoméw w tej samej lub in-
nej molekule. Skutkiem zmniejszeniem sie gestosci elektronowej w obszarze atomu
wodoru i uzyskaniem czastkowego tadunku dodatniego jest oddzialywanie atomow
D i H ze soba spolaryzowanym wiazaniem kowalencyjnym. W wyniku polaryzacji
czasteczka zostaje protonodonorem i moze oddziatywaé z czedcig innej molekuty
posiadajacej czastkowy tadunek ujemny. Atomem D w wigzaniu wodorowym moze
by¢ dowolny atom cechujacy sie wieksza elektroujemnosé niz atom wodoru (C, N,
O, P, S, Cl, Se ...). Protonoakceptor w mostku wodorowym musi charakteryzowaé
sie obszarem obfitym w elektrony, moze nim by¢ atom A dysponujacy wolng parg
elektronows lub grupa atoméw potaczona elektronami 7. Wigzan wodorowych umoz-
liwiaja tworzenie si¢ struktur przestrzennych biomolekut takich jak biatka i kwasy
nukleinowe.

Wartos¢ energii wigzania wodorowego jest posrednia pomiedzy oddziatywaniem
van der Waalsa a wigzaniem kowalencyjnym dlatego tez petlni ono zasadnicza role
w bologii. Cechuje je stosunkowo szybki czas powstawania i zanikania, co ma szcze-
gblne znaczenie w reakcjach biochemicznych, ktore zachodza zazwyczaj w tempera-
turze pokojowej. Przyktadem znaczenia wigzan wodorowych jest ich wptyw na bu-
dowe czasteczki DNA, gtéwny nosnik informacji genetycznej wszystkich organizméow
zywych. Sktada sie ona z dwoch tancuchow nukleotydowych, ktére sg skrecone jeden
dookota drugiego, tworzac podwdjng helise. Oba tanicuchy sa utrzymywane razem
przez wigzania wodorowe pomiedzy komplementarnymi parami zasad azotowych.

W omawianych tutaj badaniach zatozono iz wiazanie wodorowe powstaje, gdy
odleglos¢ D-A jest mniejsza niz odlegtosé odciecia (domyslnie 3.0 A) a kat D-A-H

jest mniejszy niz kat odciecia (domyslnie 20 stopni) [44].
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Odchylenie $redniej kwadratowej pozycji atomoéw lub po prostu odchylenie srednio-
kwadratowe (RMSD) (2.58) jest miarg sredniej odlegtosci miedzy atomami (zwykle
atomami szkieletu) poréwnywanych biatek. Nalezy zauwazy¢, ze obliczenie RMSD
mozna zastosowaé¢ do innych czasteczek niebiatkowych, takich jak mate czasteczki
organiczne. W badaniu konformacji biatek kulistych zwykle mierzy sie podobienstwo
struktury trojwymiarowej za pomoca RMSD wspoétrzednych atoméw wegla C, po

optymalnej superpozycji ciata sztywnego.

RMSD(?) - \/ zé&(?x?v - T (0))? (258)

Najczesciej uzywany jest pierwiastek kwadratowy z przesuniecia pozycji atomowej

(RMSD) wyrazony jako funkcja p(t) zalezna od czasu opisana wzorem 2.59.

(1) = \| 7 2 s (1) - ) (2.59)

Jest to odleglosé euklidesowa w przestrzeni konfiguracyjnej biezacej konfiguracji (by¢
moze po optymalnym przesunieciu i obrocie) od konfiguracji odniesienia podzielona
przez 1/N, gdzie N to liczba wspoélrzednych. Wagi w; sg obliczane z wejsciowych

wag w, w stosunku do $redniej (w’) (2.60).

=4

(2.60)

w; =

—
~
~

Promien bezwladnosci R, (RG) jest miara rozkladu atoméw w strukturze mole-
kularnej wzgledem $érodka masy lub danej osi obrotu. Maty promien bezwtadnosci
wskazuje, ze atomy w strukturze znajdujg sie blisko srodka masy, a duzy promien
oznacza, ze atomy sa daleko od tego $rodka. Réwnanie (2.61), jest uzywane do ob-

liczenia promienia bezwtadnosci.

2
R, = g (2.61)

gdzie mi jest masa atomu ¢, a r; jest potozeniem atomu i wzgledem $rodka masy

zaznaczenia. Promien bezwtadnosci wokot kazdej osi mozna réwniez okresli¢ oddziel-
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nie. Na przyktad promien bezwtadnosci wokot osi x.

cmg[r?, +r?
Ri. =\l Zitilriy ] (2.62)
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Rozdziat 3

Modelowanie i parametry

symulacji

Symulacje komputerowe badanych uktadow przeprowadzono metoda klasycznej dy-
namiki molekularnej (MD - Molecular Dynamics), z wykorzystaniem programu NAMD
2.11 [45] stosujac w pelni atomistyczny model. Do przygotowania atomistycznych
modeli symulowanych uktadow, ich wizualizacji, przegladania otrzymanych wynikoéw
oraz ich czesciowej analizy wykorzystano oprogramowanie VMD 1.9.3 [46]. Ana-
lize pozostalych wynikéw dyskutowanych w niniejszej pracy doktorskiej wykonano
przy uzyciu wlasnorecznie zaimplentowanego oprogramowania, przygotowanego przy
uzyciu jezyka Python oraz jezyka skryptowego TCL (Tool Command Language).
Skrypty jezyka TCL zostaty dodatkowo wykorzystane w gtownej fazie przeprowa-
dzonych symulacji celem utrzymania ich wtasciwych parametrow. Zostanie to szcze-

gotowo opisane w dalszej czesci rozdziatu.

Uzyte w symulacjach modele nanorurki weglowej (CNT), grafenu oraz monowar-
stwy azotku boru zostaty przygotowane przy wykorzystaniu generatora whudowa-

nego w program VMD.

Oprécz wyzej wymienionych nanostruktur w badanych uktadach wykorzystano
wtlasnorecznie zbudowane modele bioagregatéw nHDL i HDL. Model nHDL sktadat
sie apoliproteiny A-I (apoA-I), 200 molekut 1-palmitoilo-2-oleilo-sn-glicero-fosfocholiny
(POPC), oraz 20 molekutl cholesterolu, natomiast agregat HDL tworzy apoA-I, 188
lipidow POPC, 20 cholesteroli i 86 molekut oleinianu cholesterolu (CE), ktére wypel-
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niaty jego $rodek. Wstepnie zbudowane biomolekuty nHDL i HDL zostaty poddane
symulacjom réwnowagowym w warunkach NPT (izotermalno - izobarycznym), w wo-
dzie (1ns), o temperaturze fizjologicznej T = 310 K. Nastepnie uktad réwnowazono
w bezwodnym srodowisku izotermalnym NT, takze w czasie 1 ns i temperaturze
fizjologicznej. Proces rownowazenia molekut nHDL i HDL zostal przeprowadzony
dwukrotnie, dla niezaleznych uktadéw. Miato to na celu wykluczenie sytuacji, w kto-
rej rownowazony model znalaztby sie w minumum lokalnym, co miatoby wptyw na
wyniki symulacji gtéwnych.

Ostatecznie, po porownaniu wynikow niezaleznych symulacji réwnowagowych
i stwierdzeniu, ze obydwa uktady sg do siebie podobne, do dalszych symulacji wy-
brano zréwnowazone modele pokazane na rys. 3.1. Z rysunku widaé, ze agregaty
przyjety ksztalt podawany w literaturze [47, 48] - nHDL na ksztalt dyskoidalny,

natomiast HDL ma ksztalt sferyczny.

(b)
Rysunek 3.1: Modele biomolekul uzywane w symulacjach: (a) nHDL i (b) HDL.

We wszystkich przeprowadzonych symulacjach krok czasowy byt réwny 0.5 fs.
Oddziatywania molekul cholesterolu, fosfolipidu POPC i poproteiny apoA-I mode-
lowano za pomoca potencjatu CHARMMS36 [33, 49]. Parametry potencjatu dla ole-
inianu cholesterolu zostaly wziete z [50], a dla atoméw argonu z [51]. Aby zachowaé
zgodnosé z polem sitowym CHARMM, uzyto model wody TIP3P [52]. Réwnania
ruchu catkowano za pomoca algorytmu Brungera—-Brooksa—Karplusa zaimplemento-

wanego w programie NAMD [53]. Temperature kontrolowano za pomoca termostatu
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Langevina, z przyjetym wspétezynnikiem tlumienia 5 ps~t.
Caty cykl symulacji, zwiazany z tadowaniem nHDL molekutami wody lub ato-

mami argonu, sktadat sie z czterech etapow:
1. symulacje struktury HDL i nHDL,
2. nanoindentacji bioagregatu nHDL nanorurka weglowa,

3. symulacji wypetniania nHDL molekutami wody badz atomami argonu w $ro-

dowisku bezwodnym,

4. symulacji wypetiania nHDL molekutami wody w srodowisku wodnym.

3.1 Symulacje struktury HDL i nHDL

Ta czes¢ symulacji przeprowadzono dla temperatur z zakresu od 290 do 330 K, co
10 K. Przyrost temperatury nie nastepowat skokowo - uktady byly podgrzewane
z przyrostem 0.00005 K co 50 krokéw (0.000001 K - krok symulacyjny ™). Symulacje
przeprowadzono bez obecnosci wody, czas trwania symulacji dla kazdej temperatury
wynosit 5 ns. Wyniki prezentowane w tej pracy sa usrednieniem po pieciu niezalez-

nych przebiegach symulacyjnych.

34



Modelowanie i parametry symulacji

3.2 Nanoindentacja bioagregatu nHDL nanorurka weglowg

W tym przypadku uktad sktadal sie z nanorurki weglowej o chriralnosci (12, 12)
i dtugosci 90 A, biomolekuty nHDL oraz monowarstwy zbudowanej z azotku boru.

Konfiguracja poczatkowa uktadu jest pokazana na rys. 3.2.

Rysunek 3.2: Poczatkowa konfiguracja uktadu wykorzystanego w symulacjach nanoindentacji
nHDL nanorurka weglowa.

W konfiguracji poczatkowej nanorurka utozona jest prostopadle do ptaszczyzny
dyskoidalnego nHDL, w przyblizeniu okoto 2 nm nad agregatem. Od spodu znaj-
duje sie warstwa azotku boru. Atomy w tej warstwie sg unieruchomione, gdyz jej
zadaniem jest zatrzymaé przesuwany przez nanorurke nHDL. Jest to konieczne, po-
niewaz w uktadzie nie wystepuja zadne dodatkowe czynniki oporu i bez monowar-
stwy agregat bytby po prostu popychany przez nanorurke. Tak przygotowany uktad
byt rownowazony przez 4 ns w temperaturze T = 310 K. W tej samej temperaturze
przeprowadzono rowniez symulacje nanoindentacji.

Nanoindentacje agregatu nanorurka weglowa przeprowadzono metoda SMD (Ste-
ered Molecular Dynamics) [45, 54]. Dodane wirtualne sprezyny znajdowaty sie mie-
dzy gérnym (najbardziej oddalonym od nHDL - rys. 3.2) pierscieniem atoméw wegla
W nanorurce, a wyimaginowanymi punktami poruszajacymi sie ze statg predkoscia.
W ten sposdb uzyskano ruch CNT wzdtuz osi 2z, w kierunku biomolekulty nHDL, do-
dajac sprezyny do 40 atoméw (liczba atoméw w kazdym wyizolowanym pierécieniu
nanorurki). Wartos¢ stalej sitowej byta réwna 10kcal mol ™ A_z, a wartos¢ predkosci

nanoindentacji v = 2.5 ms™!. Te czesé symulacji powtdrzono pieciokrotnie, a wyniki
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prezentowane w tej dysertacji sa usrednieniem po wszystkich trajektoriach.
Proces nanoindentacji zostal zatrzymany, gdy koniec CNT, znajdujacy sie po-

czatkowo blizej nHDL, znalazt sie wewnatrz agregatu.
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3.3 Symulacja wypelniania nHDL molekutami wody badz

atomami argonu w srodowisku bezwodnym

W tej czedci badan wykorzystano koncowa konfiguracje ukltadu opisanego w po-
przednim podrozdziale. nHDL przebity nanorurka w taki sposéb, ze jeden jej koniec
znajdowal sie¢ w srodku agregatu zostal nastepnie wykorzystany do zbadania, czy
CNT moze by¢ wykorzystana jako kanal transportowy substancji do wnetrza bio-

molekuty.

W przeprowadzonych symulacjach probowano wttacza¢ do wnetrza nHDL nie-
polarne atomy argonu lub polarne molekutly wody. Aby mozliwe byto wttocze-
nie substancji do wnetrza nHDL, zastosowano procedure polegajaca na unierucho-
mieniu atoméw wegla znajdujacych si¢ na koncu nanorurki, wystajacym z nHDL
(gbrny pierscien). Nastepnie, przy pomocy oprogramowania VMD wygenerowana
zostala warstwa grafenowa o rozmiarach 36 x 36 A. Kolejnym krokiem byto wybicie
otworu (o érednicy CNT) w wygenerowanej warstwie grafenowej, umieszczenie jej
w taki sposob, ze otwor przylegat do konica nanorurki znajdujacego sie na zewnatrz
nHDL i unieruchomienie grafenu. Nastepnie, na pltaszczyznie grafenu znajdujgcej sie
po przeciwnej stronie niz nanorurka wygenerowano prostopadloécian wody /argonu
o wymiarach 36 x 36 x ZA, gdzie Z = 100A w przypadku uktadu z wodg oraz Z = 60 A
w przypadku uktadu z argonem. Finalnie uktad prezentowal sie tak, jak pokazano
na rysunku 3.3.

Nalezy zaznaczy¢, ze woda/argon znajdujacy sie w wirtualnym prostopadtoscia-
nie nie miaty mozliwosci swobodnego przemieszczania si¢ z uwagi na uwzglednione
w przygotowanym skrypcie TCL ograniczenia. Mozna to sobie wyobrazi¢ nastepu-
jaco - od spodu prostopadloscianu ruch wody/argonu byt ograniczony przez grafen,
z bokéw przez przytozone do wirtualnich Scian prostopadtoscianu pole sitowe, na-
tomiast z gory przez wirtualny ttok, dzigki ktoremu zastosowano metode redukeji
dostepnej objetosei. Skutkiem tego woda/argon przemieszczaly sie do wnetrza nHDL

wykorzystujac nanorurke jako kanat posredniczacy.

W przypadku uktadu z wodg prostopadtos$cian byt wypeliony 4538 czasteczkami

wody, co odpowiada gestosci 1040kg m3. Zastosowana redukcja dostepnej objetosci
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Rysunek 3.3: Konfiguracja poczatkowa ukladu tadowania nHDL wodg. Nanorurka zostala po-
kolorowana na niebiesko celem wyraznego zwizualizowania jej konca znajdujacego si¢ wewnatrz
nHDL.

odpowiadata w warunkach normalnych przeptywowi wody z prekosciami réwnymi
4.35, 0.87 oraz 0.22 czasteczek - ps~t (0.00005, 0.00001 oraz 0.0000025 A na krok
czasowy symulacji). Dla uktadu z argonem prostopadtoscian zostatl wypetniony 3072
atomami. Zastosowane reguty zmiany dostepnej objetosci byty takie same, jak dla
uktadu z woda.

Dla uktadu z woda symulacje zostaly przeprowadzone w temperaturze T = 310K,
za$ dla uktadu z argonem w temperaturach T = 310K i T = 10 K. Tak duza r6znica
temperatur wynika z faktu, ze dla argonu w temperaturze fizjologicznej nHDL jest
niewielka przeszkoda i atomy do$¢ swobodnie pokonuja jego Sciany. Szczegdélowy opis
dyfuzji argonu z nHDL znajduje si¢ w nastepnym rozdziale.

7 uwagi na znaczny rozmiar badanego uktadu, w przypadku tej czesci symulacji
przeprowadzono tylko dwa niezalezne przebiegi dla kazdego uktadu i kazdej predkosci

tadowania.
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3.4 Symulacje wypelniania nHDL molekutami wody w $ro-

dowisku wodnym

Celem tych symulacji byto wskazanie potencjalnych réznic pomiedzy zachowaniem
bioagregatu w prézni i w wodzie, ktora zostala wybrana z uwagi na fakt, ze ciato
cztowieka w okolo 70% sklada sie z wody. W stosunku do ukladu poczatkowego
opisanego w poprzednim podrozdziale réznica wystepuje tylko w fakcie otoczenia
nHDL woda. Jak mozna zauwazy¢ z rys. 3.4, gdzie pokazano zrzut ekranu uktadu
poczatkowego, komorke wody otaczajaca nHDL ograniczono w ptaszczyznie xy roz-
miarami komérki symulacyjnej (w przyblizeniu 205 x 205A), za$ wzdtuz osi z granice
wyznaczaja warstwy grafenowe o rozmiarach z, y zblizonych do rozmiaru komorki

symulacyjnej.

Rysunek 3.4: Konfiguracja poczatkowa uktadu tadowania nHDL woda, w obecnoéci wody. Aby
lepiej unaoczni¢ badany uklad, nie cala woda rozmieszczona pomiedzy warstwami grafenowymi
zostata pokazana.

Atomy warstw grafenowych sa unieruchomione, dzigki czemu uzyskano sztywny
box, ktorego nie moga opusci¢ molekuly wody. Celem tej procedury byto zmniej-

szenie liczby atoméw. Tylko w uktadzie przedstawionym na rys. 3.4 liczba atoméw

wynosi powyzej 536 000. Symulacja takiej ilosci atomdéw, modelem w petni atomi-
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stycznym, jest wartoscia graniczna, ktéra w rozsadnym czasie (rzedu kilku miesiecy)
sg w stanie policzy¢ dzisiejsze komputery znajdujace sie w zasobach PL-Grid. Wy-
petnienie wodg catej komoérki symulacyjnej wzdtuz osi z zwiekszytoby liczbe atomow
o kolejne kilkaset tysiecy. Przegladajac rys. 3.4 mozna dodatkowo zauwazy¢, ze roz-
miary komérki wody, w ktorej znajduje sie nHDL sa relatywnie duze w poréwnaniu
do wielkosci tej lipoproteiny. Dodatkowo, molekuty wody zostaly rozlosowane sto-
sunkowo rzadko. Ma to na celu umozliwienie rozprzestrzeniania si¢ agregatu nHDL -
zbyt ciasny uktad uniemozliwitby jego relatywnie swobodna ekspansje. W przypadku
tak duzego uktadu bardzo trudne i czasochtonne bytoby powtérzenie wszystkich
symulacji opisanych w poprzednim podrozdziale. Z tego tez powodu do symulacji
porownawczych wybrano tylko uktad tadowany wodg, przy predkosci tadowania row-
nej 0.00001 A krok czasowy *. Dla wymienionego uktadu wykonano dwa niezalezne

przebiegi.
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Rozdziat 4

Prezentacja i oméwienie wynikéw

Rozdziat ten sktada sie z czterech podrozdziatéw, w ktorych sa prezentowane i dys-

kutowane wyniki symulacji:

e symulacje struktury HDL i nHDL (4.1),

nanoindentacja bioagregatu nHDL nanorurka weglowa (4.2),

e symulacje wypetniania nHDL molekutami wody badZ atomami argonu w Sro-

dowisku bezwodnym (4.3),

e symulacje wypelniania nHDL molekutami wody w srodowisku wodnym (4.4).

4.1 Symulacje struktury HDL i nHDL

Wartosci prezentowane w tym podrozdziale sa usrednieniem po pieciu niezaleznych
przebiegach. Symulowane struktury zarowno HDL, jak i pustego nHDL przedsta-
wiono na rys. 3.1. Prezentacje rezultatéow symulacji rozpoczyna dyskusja wynikow
RMSD (Root Mean Square Displacement - odchylenie sredniokwadratowe pozycji
atomow). Wartosci RMSD, obliczone oddzielnie dla apolipoproteiny apoA-I i fosfoli-
pidéw POPC i uérednione po czasie symulacji, sa pokazane na rysunku 4.1. Badana
struktura nHDL jest dos¢ stabilna do temperatury 320 K. Wskazuja na to wysokie
wartosci RMSD otrzymane dla najwyzszej badanej temperatury (3.2 A dla apoA-I
i 4.7A dla POPC) w poréwnaniu do temperatury 320 K (odpowiednio, 2.1 A oraz
4.0 A). Struktura HDL pozostaje natomiast stosunkowo stabilna nawet w tempera-

turze 330 K.
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Rysunek 4.1: Srednia warto$¢é RMSD w funkcji temperatury dla proteiny apoA-I w (a) nHDL
i (b) HDL oraz dla fosfolipidéw POPC w (c¢) nHDL i (d) struktury HDL. Na wykresie pokazane
sa rowniez stupki btedéw odchylenia standardowego.

Powyzsze wnioski potwierdza analiza sredniej liczby wigzan wodorowych obec-
nych w strukturach nHDL i HDL (rys. 4.2). W przypadku struktury HDL Srednia
liczba wigzan wodorowych w przyblizeniu réwnomiernie spada wraz z temperatura.
Dla nHDL s$rednia liczba wiazan wodorowych nie jest juz monotonicznie zalezna
od temperatury. Nawet biorac pod uwage oszacowany btad, trudno sobie wyobrazic¢
liczbe wiazan wodorowych zalezng liniowo od temperatury, co potwierdza wniosek
o spadku stabilnosci agregatu nHDL, w porownaniu z HDL, w wyzszych tempera-
turach.

Przyktadowe wykresy RMSD dla struktur nHDL i HDL przedstawiono na rys. 4.3,
na ktorym prezentowane sg wyniki dla wszystkich wykonanych w temperaturze
310 K niezaleznych przebiegdéw. Z wykresu widaé, ze wszystkie krzywe sg podobne,
nie ma znaczacych odchylen w ich ksztattach, ani wyraznie odstajacych od reszty
przypadkéw. Mobilnoéé biatka apoA-I jest nizsza niz fosfolipidéw POPC, zaréwno
w przypadku struktury nHDL, jak i HDL. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze ruchliwosé

czasteczek jest nieco wieksza w przypadku struktury nHDL.
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Rysunek 4.2: Srednia liczba wiazan wodorowych w funkcji temperatury dla (a) nHDL i (b) HDL.

Mozna to przypisa¢ bardziej zwartej strukturze HDL, ktorej wnetrze jest wy-
pelnione oleinianem cholesterolu (CE). W érodku biomolekulty nHDL, nawet po
przyjeciu ksztattu dyskoidalnego, nadal wystepuje pusta przestrzen, wskutek czego
ogony fosfolipidow nie oddzialujg ze soba tworzac zwartag strukture tak, jak to ma
miejsce w przypadku dwuwarstwy fosfolipidowej otaczajacej komoérki eukariotyczne.
Dodatkowo, dyskoidalny ksztalt nHDL jest mniej korzystny energetycznie w po-
rownaniu do kulistego ksztaltu HDL. Ruchliwo$¢ mniejszych czasteczek POPC jest
nieco wyzsza niz dla biatka apoA-I, a dynamika czasteczek tworzacych strukture

HDL jest nizsza wpordéwnaniu z agregatem nHDL.

Wyniki RMSD wskazuja na wigksza ruchliwo$¢ molekut w agregacie nHDL, w po-
rownaniu do HDL. Aby pogtebi¢ analize i znalezé mozliwe przyczyny takiego zacho-
wania, przygotowano wykresy zmian promienia bezwtadnosci (radius of gyration -
RG) dla badanych biomolekut. Promien bezwtadnosci definiuje sie jako charaktery-
styczny wymiar tego ciata, okreslajacy w sposob syntetyczny jego ksztatt i rozktad
masy wewnatrz tego ciata wzgledem pewnej osi, co jest czesto wykorzystywane w sy-
mulacjach MD do przewidywania aktywnosci strukturalnej makroczasteczek [55].
RG obliczone dla struktur nHDL i HDL, w T = 310 K, przedstawiono na rys. 4.4.
W przypadku wypeklionego agregatu molekularnego promien bezwtadnosci pozo-
staje w przyblizeniu taki sam przez caly czas trwania symulacji, a jego Srednia
wartosé¢ wynosi okoto 42.2 A i 38.7 A odpowiednio dla apolipoproteiny apoA-I i fos-
folipidéw POPC. Swiadczy to o stabilnoéci HDL. Dla nHDL obserwuje sie niewielki
spadek wartoéci RG, dla apoA-I i POPC o odpowiednio, 0.6 A 1 0.4 A w stosunku
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Rysunek 4.3: Zalezno$¢ czasowa RMSD w temperaturze T = 310 K dla proteiny apoA-I
w (a) nHDL i (b) HDL oraz dla fosfolipidéw POPC w (¢) nHDL i (d) HDL.

do poczatkowych wartosci. Jest to zwiazane z niewielkimi zmianami zachodzacymi
w strukturze nHDL, konkretnie ze zmniejszaniem si¢ jamy wewnetrznej nHDL, co
jest korzystne energetycznie.

Wartosci RG dla nHDL sa nieco wyzsze w poréwnaniu z HDL pomimo tego,
ze nHDL zbudowany jest z mniejszej liczby molekul. Przyczyna tego sa réznice
w ksztatcie biomolekut. Jak juz wspomniano, nHDL przyjmuje ksztatt dyskoidalny,
natomiast HDL ksztaltt sferyczny. Oznacza to wiekszy przekr6j nHDL w ptaszyznie
XY, co jest réwniez widoczne na rys. 3.1. Sugeruje to, ze podczas procesu tado-
wania ksztaltt nHDL powinien si¢ zmienia¢ na bardziej kulisty, co powinno znalez¢

odzwierciedlenie w wykresie RG tego procesu.
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Rysunek 4.4: Promien bezwladnosci w funkcji czasu w temperaturze T = 310 K dla proteiny
apoA-I w (a) nHDL i (b) HDL, oraz dla fosfolipidéw POPC w (c) nHDL i (d) HDL.
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4.2 Nanoindentacja bioagregatu nHDL nanorurka weglowa

Ta czes¢ badan poswiecona byta indentacji nHDL przy uzyciu CNT i miata na celu,
w pierwszej kolejnosci, zbadanie tego procesu poprzez analize takich wielkosci fi-
zycznych jak sita i profil gestoéci. Drugim celem bylto wykorzystanie nHDL wraz
z indenterem w symulacjach procesu tadowania agregatu woda i argonem. Rys. 3.2
obrazuje konfiguracje poczatkows, zas rys. 3.3, po odjeciu grafenu i wody, konfigu-
racje koncows badanego uktadu.

W pierwszej kolejnoéci cheiatbym omoéwié site, ktora pojawia sie podczas procesu

indentacji (rys. 4.5).

F (nN)

-2 -1 0 1 2 3 4 5
d (nm)

Rysunek 4.5: Sita konieczna do wbicia nanorurki do agregatu nHDL.

Poniewaz nanoindentacja jest procesem nieréwnowagowym, skutkiem tego jest
szum widoczny na wykresie sity. Dlatego, aby utatwié¢ interpretacje, dopasowano go
wielomianem sibédmego rzedu (czerwona krzywa na rys. 4.5). Warto$¢ d = 0 nm na
wykresie sity odzwierciedla moment, w ktérym nanorurka osiagga gorna powierzchnie
agregatu.

UsSredniona sita potrzebna do wbicia nanorurki do érodka nHDL jest wieksza od
sity potrzebnej do przebicia nanorurka o tej samej chiralnosci dwuwarstwy fosfoli-
pidowej [9]. Ta réznica moze czedciowo wynikaé¢ z faktu, ze nanorurka dodatkowo
zgniata makromolekule, ktéra w bardzo niewielkim stopniu przylega do warstwy
azotku boru (rys. 3.2). nHDL zostaje “przyci$niety” przez nanorurke do monowar-
stwy. Innym, dodatkowym powodem zaobserwowania wiekszej sity, moze by¢ uzycie
sztywniejszych fosfolipidow POPC, w poréwnaniu do fosolipidow DMPC, uzytych

w modelu dwuwarstwy fosfolipidowej w [9]. Obszar monotonicznego wzrostu sity
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wystepuje do wartosci gtebokosci indentacji okoto 3 nm, kiedy to na rys. 4.5 wi-
da¢ obnizenie. Jest to moment, w ktérym nanorurka osiagneta wewnetrzna pusta
przestrzen nHDL, a niezerowa wartosc¢ sity jest zwigzana z przesuwaniem sie¢ CNT
pomiedzy lipidami oraz popychaniem lipidéw, ktore zostaty wyrwane z nHDL pod-
czas indentacji. W ostatniej fazie jest widoczny wzrost sity, jednak to juz jest efekt
dociskania POPC znajdujacych sie w dolnej czesci dysku do warstwy azotku boru.
Rys. 4.6 pokazuje zmiany w profilu gestosci biomolekuty nHDL w kolejnych stadiach

symulacji.
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Rysunek 4.6: Zmiana profilu gestosci w kolejnych stadiach indentacji nHDL nanorurka.

Czarna krzywa reprezentuje profil gestosci przed rozpoczeciem procesu nano-
indentacji. Wykres potwierdza wczesniejszy wniosek, ze CNT, oprdcz przebijania,
takze przesuwa POPC w kierunku warstwy azotku boru (punkt 0 na osi x odpo-
wiada potozeniu warstwy). Czarna krzywa jest bardziej symetryczna, niz fioletowa.
W przypadku niebieskiej, zielonej i fioletowej krzywej wyraznie rysuja si¢ wysokie
maxima w odlegtosci bliskiej warstwie azotku boru, co $wiadczy o przesunieciu masy
w kierunku warstwy. Wyniki prezentowane tutaj sa zbiezne z wynikami oméwionymi
w [9], gdzie dwuwarstwa fosfolipidowa réwniez doswiadczalta ugiecia w procesie in-
dentacji. Z rys. 4.6 wynika, ze deformacja nHDL jest dosy¢ duza. Aby ja zmniejszy¢,
mozna obnizy¢ predko$¢ indentera, poniewaz z [9], rys. 8, wynika, ze mniejsza pred-
kos¢ indentera oznacza mniejsze ugiecie membrany, a takze mniejsza ilo$¢ wyrwanych

molekul (Tabela 1), poniewaz w wiekszym stopniu niweluje zmiany spowodowane

przez CNT.
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4.3 Symulacje wypelniania nHDL molekutami wody badz

atomami argonu w srodowisku bezwodnym

4.3.1 Ltadowanie nHDL czgsteczkami wody

W tej czesci dysertacji opisany zostanie proces tadowania agregatu nHDL czastecz-
kami wody.

Rys. 4.7 pokazuje kolejne etapy wypetniania. Pokazane na rysunku chwilowe kon-
figuracje uzyskano w wyniku symulacji dla T = 310 K i $redniej szybkos¢i ttoczenia
0.00001 AAt-1. Poczatkowy etap procesu tadowania, kiedy pierwsze czasteczki wody
docieraja do wewnetrznej wneki nHDL, przedstawiono na rys. 4.7a, natomiast na
rys. 4.7b wida¢ pierwszy etap powstawania klastra wody wewnatrz struktury nHDL.
Rys. 4.7c przedstawia w pelni rozwiniety klaster wody, a rys. 4.7d uwidacznia sytu-
acje, w ktorej pierwsze czasteczki wody naruszajg zewnetrzng powierzchnie nHDL.
Ostatnie dwa podrysunki (4.7e i 4.7f) pokazuja koncowe etapy rozktadu struktury
nHDL, kiedy to zbyt duza ilo$¢ czasteczek wody wtloczonych do srodka bioagregatu
rozrywa powloke lipidowg struktury nHDL. Dla opisywanego przebiegu symulacyj-
nego zaobserwowano, ze pierwsza czasteczka wody wchodzi w zewnetrzny hydrofi-
lowy obszar gtowy powtoki POPC po okoto 740 ps trwania symulacji. Ten moment
mozna potraktowac¢ jako poczatek rozpadu makrmolekuty.

Rysunek 4.8 ilustruje wyniki dwoch niezaleznych przebiegdéw tadowania wody.
Przedstawiono na nim liczbe czasteczek wody, ktore wptynelty do wnetrza nHDL
(czerwone krzywe), opuscity nHDL (zielone krzywe) lub nie mialty bezposredniego
kontaktu z nHDL (nie opuscily tadujacego nanourzadzenia - niebieskie krzywe). Po-
kazano takze szacunkowy przepltyw czasteczek wody i wartosci potowy dtugosci (a,
b, ¢) gtéwnych osi elipsoidy dopasowanej do struktury nHDL. Liczbe czasteczek
wewnatrz struktury nHDL ustalono obliczajac przy pomocy programu VMD ilosé
czasteczek znajdujacych sie w obszarze wneki wewnetrznej nHDL (program VMD
pozwala na stosunkowo tatwa separacje takich czasteczek). Liczbe molekul wody bez
kontaktu z nHDL oszacowano zliczjac te, ktore znajdowaty sie wewnatrz nanorurki
lub pozostawaly nad powierzchnig grafenu. llos¢ czastek, ktore wyptynety ze struk-

tury nHDL, oszacowano obliczajac liczbe molekut, ktore dotarty do hydrofilowych
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Rysunek 4.7: Chwilowe konfiguracje uktadu nHDL zatadowanego czasteczkami wody w T = 310K
dla éredniej szybkoéci pompowania 0.00001 AAt™! w chwilach: (a) t = 375 ps, (b) t = 625 ps, (c)
t=875ps, (d) t =1125ps, (e) t = 1375 ps, (f) ¢t = 1625 ps.
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"gtow” fosfolipidow lub catkowicie opuscily strukture nHDL. Wykres przeptywu,
rys. 4.8¢ i 4.8d, otrzymano rézniczkujac liczbe czasteczek okreslonego typu (np.
tych wewnatrz nHDL) po czasie. Liniowa cze$¢ wykresu przeptywu czasteczek wody
(od 270 do 500 ps) ma srednia wartosé 1.33 + 0.5 czasteczka ps~t, czyli stosunkowo

dobrze zgadza sie z przewidywang szybkoscig tadowania 0.87 molekuta ps=.

Dla obu przeprowadzonych symulacji z szybkoscig tadowania 0.00001 A ps~!, pro-
ces napehliania przebiega bez przeszkod przez okoto 740 — 760 ps (rys. 4.8a i rys.
4.8b), to znaczy do momentu, kiedy pierwsze czasteczki wody naruszaja zewnetrzng
powierzchnie agregatu nHDL. W kazdym z obu przeprowadzonych przebiegéw sy-
mulacyjnych i w tym czasie, okoto 1400 czasteczek wody zostato wprowadzonych do
nHDL, co odpowiada efektywnej objetosci 41.7nm?. W przypadku najszybszego ta-
dowania, z szybkoscig 0.00005 Aps~!, szybko zwickszajaca sie ilogé czasteczek wody
wewnatrz nHDL skutkuje niemozno$cia zaabsorbowania zmian przez agregat i nie-
mal natychmiastowym uszkodzeniem struktury kontenera - wyplywem czasteczek

wody z nHDL.

Proces tadowania czasteczek wody do wnetrza nHDL mozna podzieli¢ na dwie
odrebne fazy. Te dwie fazy znajduja odzwierciedlenie w ksztatcie struktury nHDL.
Wartosci potosi elipsoidy dopasowanej do nHDL przedstawiono odpowiednio na rys.
4.8¢ i rys. 4.8f dla dwoch niezaleznych przebiegéw symulacyjnych. Pierwszy etap
procesu tadowania trwa od 0ps do okoto 550 ps - w tym czasie nHDL pozostaje sta-
bilny. Czasteczki wody wypelniaja wewnetrzna wneke nHDL bez znaczacego wplywu
na jej ogoélny ksztalt i strukture. Druga faza, ktora rozpoczyna sie po okoto 550 ps
i trwa do momentu rozerwania przez wode¢ agregatu, prowadzi do zmiany ksztattu
nHDL z dyskoidalnego na bardziej kulisty. Najdtuzsza pétos elipsoidy (pétos b) ma-
leje, podczas gdy wartosci dwoch drugorzednych potosi rosng. Podczas wszystkich
przeprowadzonych symulacji (réwniez dla innych szybkosci tadowania) nie zaobser-
wowano przejscia od ksztattu dyskoidalnego do petlnego ksztattu kulistego - doptyw

czasteczek wody wezesniej doprowadzat do rozerwania nHDL.

Omowione wezesniej dwie oddzielne fazy modyfikacji struktury nHDL podczas
napelniania sg jeszcze wyrazniej rozroznialne na rys. 4.9. Na pokazanych wykre-

sach RMSD dla apoA-I (rys. 4.9a) i POPC (rys. 4.9b) mozna réwniez wyraznie
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Rysunek 4.8: Parametry ladowania czasteczek wody do nHDL w temperaturze T = 310 K
i szybkosci tadowania v = 0.00001A At~ jako funkcja czasu symulacji, dla dwéch niezaleznych
przebiegéw symulacji: liczba czasteczek wody zaladowanych do nHDL/na zewnatrz nHDL/bez
kontaktu z nHDL (a) oraz (b), strumien czastek wody (c) i (d), oraz dlugosci pblosi dopasowanej
elipsoidy a, b i ¢ (e) i (f). Lewy panel pokazuje wyniki dla przebiegu numer 1, prawy panel pokazuje
wyniki dla przebiegu numer 2.

rozrozni¢ dwie oddzielne fazy. W czasie od 0ps do okoto 550 - 600 ps ksztatty wykre-
sow RMSD dla apolipoproteiny i fosfolipidéw sa podobne zaréwno pod wzgledem
przebiegu, jak i warto$ci do pokazanych dla samego nHDL (rys. 4.3a i rys. 4.3c).
W drugiej fazie, od okoto 600 ps nachylenie krzywych RMSD zaczyna znaczaco ro-
sna¢é, odzwierciedlajac przemieszczanie fosfolipidow i apoA-I spowodowane zmiang

ksztaltu struktury nHDL z elipsoidalnej na sferyczng. Ten sam trend mozna réwniez
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zaobserwowaé w warto$ciach RG dla apolipoproteiny (rys. 4.9¢) i czasteczek POPC
(rys. 4.9d). Podobnie jak w przypadku wykreséw RMSD, w pierwszej fazie tadowania
czasteczek wody (do 500 ps) wartosci RG sa bardzo zblizone do tych otrzymanych
wezesniej dla samego nHDL (rys. 4.4a oraz 4.4c, odpowiednio dla apoA-I i POPC).
Nalezy jednak zauwazy¢, ze wzrost wartosci RG nastepuje okoto 100 ps wczesniej,
co wskazuje, ze promien bezwtadnosci RG jest nieco bardziej wrazliwy na zmiany
poczatkowego ksztattu w strukturze nHDL. Zmiana ksztattu struktury nHDL przy
tej szybkosci tadowania zaczyna by¢ widoczna, gdy liczba czasteczek wody zatado-
wanych do nHDL dochodzi do okoto 300. Ta liczba czasteczek odpowiada objetosci

efektywnej ~ 8.9 nm3.
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Rysunek 4.9: Parametry opisujace zachowanie elementéw struktury nHDL podczas procesu
tadowania w temperaturze T = 310 K i szybkosci ladowania v = 0.00001A At~': RMSD dla (a)
proteiny apoA-I i (b) fosfolipidéw POPC, oraz promieni bezwladnosci dla (¢) proteiny apoA-T1i (d)
fosfolipidéw POPC.

Celem dalszego poglebienia badan tadowania czasteczek wody do wnetrza struk-
tury nHDL, postanowiono powtérzy¢ symulacje wyraznie obnizajac szybko$¢ tado-
wania do v = 0.0000025A At~ aby sprawdzi¢, jaki to ma wplyw na proces. W celu

skrocenia czasu obliczen, wykorzystano konfiguracje uzyskana poprzednio, gdy na-
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norurka weglowa byta juz czesciowo wypelniona czasteczkami wody i potraktowano
ja jako punkt wyjscia do procedury tadowania. Skala czasowa na rys. 4.10 jest przed-
stawiona w odniesieniu do punktu startowego tadowania ze zmniejszong szybkoscia,
a nie do poczatku catego procesu tadowania. Liczbe czasteczek wody zatadowanych
do nHDL i liczbe czasteczek wody, ktore opuscity wnetrze nHDL, przedstawiono na
podrysunkach rys. 4.10a i rys. 4.10b. Proces tadowania zachodzi az do blisko 1500ps,
kiedy to pierwsze czasteczki wody zaczynaja opuszczaé strukture nHDL. Podobnie
jak w przypadku wyzszej szybkosci tadowania, liczba czasteczek zatadowanych do
nHDL przed przebiciem jest w przyblizeniu rowna 1400. Wynik ten jest praktycz-
nie identyczny z liczba odnotowang dla wyzszej szybkosci tadowania, co sugeruje,
ze jest to maksymalna liczba czasteczek wody, ktore mozna zatadowaé do nHDL
bez trwalego zaburzenia jego struktury. Przeplyw czasteczek wody przedstawiono

na rys. 4.10c i 4.10d.

Po poczatkowym wzglednie stalym przeptywie réwnym okoto 0.6 + 0.4 molekuta-
pst (do 500 ps) zaczyna on powoli rosnaé, stabilizujac sie miedzy 1200 a 1600 ps
przy wartosci 2 molekuty - ps~'. Druga stabilizacja nastepuje na krétko przed ro-
zerwaniem struktury nHDL przez wtlaczany strumieni czasteczek wody (pomiedzy
1250 a 1500 ps). Réwniez zachowanie dopasowanej potosi elipsoidalnej jest bardzo
podobne do wczesniej opisanego. Wartosci potosi pozostaja wzglednie stabilne przez
pierwsze 400 ps, jak pokazano na rys. 4.10e i rys. 4.10f. Liczba czasteczek wody zata-
dowanych do nHDL, zanim jego ksztalt zacznie sie zmienia¢, jest w tym przypadku
nieco mniejsza w poréwnaniu do $redniej szybkosci tadowania. Okoto 270 czasteczek
(~ 8 nm?) moze zosta¢ wprowadzonych do nHDL bez zmiany jego ksztaltu, przy
wiekszej liczbie ksztalt nHDL zaczyna sie powoli zmienia¢. Podobnie jak w przy-
padku wiekszej szybkosci tadowania, zmiana ksztattu nastepuje z dyskoidalnego na
sferyczny. Najdhuzsza pétos (b) ulega zmniejszeniu, podcezas gdy dwie krétkie (a, )
ulegaja powolnemu wydtuzaniu.

To zachowanie jest réwniez widoczne w obliczonych wartosciach RMSD dla apo-
lipoproteiny apoA-I i fosfolipidéow POPC (rys. 4.11). W ciagu pierwszych 400 ps
charakter krzywych RMSD jest bardzo podobny do tych pokazanych dla samego

nHDL.
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Rysunek 4.10: Parametry ladowania czasteczek wody do nHDL w temperaturze T =
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i szybkoéci tadowania v = 0.0000025A At~ jako funkcja czasu symulacji dla dwéch niezaleznych
przebiegéw symulacji: liczba czastek wtloczonych do struktury (a) oraz (b), strumien czastek wody
(c) i (d), oraz dlugosé pélosi dopasowanej elipsoidy a, b i ¢ (e) i (f).

Nastepnie nachylenie krzywych RMSD zaczyna znaczaco wzrastaé, szczegdlnie

w przypadku RMSD dla czasteczek POPC, odbiegajac od trendu widocznego w sy-

mulacjach samego nHDL. Ten wzrost RMSD odzwierciedla dyslokacje molekut apoli-
poproteiny i POPC, indukowane przez zmianeg struktury nHDL spowodowanej przez

czasteczki wody wprowadzane do wnetrza agregatu molekularnego. To samo zacho-

wanie mozna zaobserwowaé w przebiegu wspotczynnika RG, ktory zaczyna narastac

w trakcie tadowania. Nalezy zauwazy¢, ze RG dla fosfolipidow POPC zaczyna wzra-

sta¢ po okoto 400 - 500 ps (rys. 4.11d), natomiast w przypadku apoA-I (rys. 4.11c¢),
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Rysunek 4.11: Parametry opisujace zachowanie elementéw struktury nHDL podczas procesu
tadowania w temperaturze T = 310 K i szybkosci tadowania v = 0.000025A At~1: RMSD dla (a)
apolipoproteiny apoA-Ii (b) fosfolipidéw POPC, oraz promien bezwladnosci dla (c) apolipoprote-
ina apoA-I oraz (d) fosfolipidy POPC.

wzrost uwidacznia sie wyraznie po okoto 700ps. Sugeruje to, ze tadowanie czasteczek
wody do wnetrza nHDL zaczyna zmienia¢ strukture nHDL poprzez wypchniecie na
zewnatrz fosfolipidéw POPC. Nastepnie ksztatt apolipoproteiny oplatajacej agregat
dostosowuje sie do zmiany rozkladu fosfolipidow. W przypadku zwiekszenia szyb-
kosci tadowania, proces ten wydaje sie nie wystepowaé, poniewaz zmiany wartosci
RG zachodza w przyblizeniu w tym samym czasie dla czasteczek apoA-I i POPC,
a szybkos¢ tadowania jest czterokrotnie szybsza. Systematyczny niemalze od samego
poczatku przyrost RG $wiadczy o tym, ze makromolekuta, w przypadku najwolniej-

szej szybkosci tadowania, jest w stanie w sposob ciagly przystosowywac sie do zmian

spowodowanych wtlaczaniem wody do jej wnetrza.
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4.3.2 Yradowanie nHDL atomami argonu

Wyniki badan dyskutowane w poprzedniej sekcji dotyczyly wypetnienia hydrofo-
bowego $rodka agregatu nHDL polarnymi molekutami wody. Aby odpowiedzie¢ na
pytanie dotyczace tego, jak zachowa sie substancja hydrofobowa w niepolarnym
wnetrzu biomolekuty, wykonano symulacje tadowania hydrofobowymi atomami ar-
gonu. Atutem pierwiastka jest tatwos¢ obliczenia objetosci atoméw zatadowanych
do nHDL i tych, ktére po zaladowaniu opuscity strukture. Poniewaz atomy gazow
szlachetnych maja charakter hydrofobowy i prosty, kulisty ksztatt utatwiajacy ta-
dowanie, zdecydowano sie na uzycie argonu jako wypetiacza. Poniewaz struktura
nHDL jest tatwo przepuszczalna dla atoméw argonu w temperaturze fizjologicznej,
zdecydowano sie przeprowadzi¢ symulacje w T = 310 K, powtarzajac ja takze w bar-
dzo niskiej temperaturze T = 10 K.

Liczbe atomdéw argonu, ktére zostaly zatadowane do lipoproteiny nHDL lub opu-
Scity wewnetrzng wneke nHDL, przedstawiono na rys. 4.12. Dla najwyzszej szybkosci
tadowania v = 0.00005 A At~! atomy argonu opuszczaja nHDL praktycznie od razu.
W przypadku sredniej i najnizszej szybkosci tadowania, atomy argonu sg zatrzymane
we wnetrzu agregatu nieco dhuzej, jednak i tak ten czas jest relatywnie krotki w po-
rownaniu do czasu, przez ktéry utrzymuja sie tam czasteczki wody. Przy szybkosci
tadowania v = 0.00001 A At~! pierwsze atomy argonu zaczynajg opuszcza¢ nHDL
juz po 200 ps, podczas gdy w przypadku najmniejszej szybkosci tadowania po okoto

450 ps.
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Rysunek 4.12: Liczba atoméw argonu zaladowanych do nHDL w T = 310 K przy szybkosci
tadowania (a) v = 0.00001A At™! i (b) v =0.0000025A At~}
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Liczba atoméw, ktére mozna zatadowaé¢ do wewnetrznej wneki nHDL, wynosi

56



Prezentacja i omowienie wynikow

~450 1 ~500, odpowiednio dla sredniej i najnizszej szybkosci tadowania. Odpowiada
to znacznie nizszym objetosciom 11.1 i 13.9 nm3, niz w przypadku wypelniania cza-
steczkami wody. Jednak w tym przypadku stosunkowo mata objetos¢ atomow, ktore
mozna zatadowa¢ do nHDL, nie wynika z tego, ze konczy sie dostepna wewnetrzna
objetos¢ nHDL, ale z faktu, ze w tak wysokiej temperaturze struktura nHDL nie
jest w stanie zatrzymac atomow argonu, ktore dyfunduja z jej srodka na zewnatrz.
Struktura nHDL sktadajaca sie gtéwnie z alifatycznych fosfolipidow POPC jest nie-
malze przezroczysta dla atoméw argonu w temperaturze T = 310 K. W zwiazku
z tym potrzebna byta kolejna seria symulacji, aby moc oszacowaé takie parametry
tadowania, jak dostepna objetos¢ wewnatrz nHDL i zmiana ksztattu ze struktury

dyskoidalnej do sferycznej.
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Rysunek 4.13: Parametry ladowania atoméw argonu do nHDL w temperaturze T = 10 K dla
szybkoéci tadowania v = 0.00001 A At™! versus czas symulacji, dla dwéch niezaleznych przebiegdw:
(a) i (b) liczba atoméw wypelniajacych strukture, (c) i (d) pélosie dopasowanej elipsoidy a, b i c.

Liczbe atoméw argonu wypekiajacych i opuszczajacych wewnetrzng wneke nHDL
dla $redniej szybkosci tadowania w T = 10 K pokazano na rys. 4.13. Dane przedsta-

wiono dla dwoch niezaleznych przebiegow symulacyjnych i uzupeliono o parame-
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try potosi elipsoidy dopasowanej do ksztattu nHDL. Proces tadowania trwa okoto
1900ps, kiedy to do wewnetrznej wneki nHDL dostato sie okoto 1100 atomoéw argonu.
Po tym czasie atomy argonu zaczynaja przenika¢ przez strukture nHDL. Liczba zata-
dowanych atomoéw argonu, zanim nastapi ich znaczna ucieczka z nHDL, odpowiada
objetosci ~30.6 nm3. Jest to warto$¢ znacznie nizsza niz w przypadku wody, ktéra
mozna wypelni¢ nawet 41.7 nm? wewnetrznej przestrzeni agregatu. Rozbieznosé te
mozna czesciowo uzasadnic, biorgc pod uwage znaczng réznice temperatur pomie-
dzy uktadem tadowanym woda, a uktadem tadowanym argonem. Przy temperaturze
rownej 10 K, elastycznosé struktury nHDL jest wyraznie mniejsza niz w przypadku
procesu tadowania czasteczkami polarnymi. Wartosci potosi elipsoidy dopasowane;j
do nHDL podczas procedury napetiania argonem pozostajg stabilne przez pierwsze
1000 ps symulacji dla obydwdch przebiegow. Nastepnie mozna zaobserwowaé pierw-
sze oznaki zmiany ksztattu elipsoidalnego na kulisty. Nalezy zauwazy¢, ze zmiana
ksztaltu jest wolniejsza niz podczas napelniania woda, gdzie zmiany w potosiach
byly w przyblizeniu réwne 5 A tuz przed rozerwaniem struktury nHDL. W tym
przypadku wartosci pétosi sg réwne 3 A zanim proces tadowania doprowadzi do
uszkodzenia struktury nHDL. Ta obserwacja potwierdza wniosek, zgodnie z ktérym
elastycznosé i zdolnosé nHDL do akomodacji w swoim wnetrzu atoméw lub molekut
w widocznym stopniu zalezy od temperatury, w ktorej przeprowadzony jest proces

tadowania.

Aby pogtebi¢ analize dotyczaca zmniejszonej ruchliwosci struktury nHDL pod-
czas procesu napetniania jej atomami argonu w niskiej temperaturze, obliczono war-
tosci RMSD i RG w funkcji czasu symulacji (rys. 4.14). Wartosci RMSD dla apoA-I
(rys. 4.14a) i POPC (rys. 4.14b) nHDL podczas pierwszych 1000 ps tadowania argo-
nem w niskiej temperaturze sa wyraznie mniejsze niz dla samego nHDL (rys. 4.3a
i4.3c). Srednia warto$¢ RMSD dla ladowania w niskiej temperaturze zaréwno dla
apoA-I, jak i POPC wynosi 1 A, podezas gdy w przypadku samego nHDL oraz pod-
czas ladowania agregatu czasteczkami wody, RMSD osiaga wartoéci okoto 2A 1 3.5A
dla, odpowiednio, apoA-1 i POPC. Wykresy RG, zaréwno dla czasteczek apoA-I jak
i POPC, pozostaja wzglednie state w ciggu pierwszych 600 ps symulacji, a nastepnie

zmienia sie ich nachylenie - zaczynajg znaczaco rosna¢. Wzrost ten wystepuje nieco
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Rysunek 4.14: Parametry opisujace zachowanie si¢ sktadnikéw struktury nHDL podczas wypel-
niania atomami argonu w temperaturze T = 10K i szybkoéci ladowania v = 0.00001A At~': RMSD
dla (a) biatka apoA-Ii (b) fosfolipidéw POPC, oraz promien bezwladnosci dla proteiny apoA-I (c)
i (d) czasteczek POPC.

szybciej niz w przypadku RMSD (gérny panel) i dopasowanych pétosi elipsoidalnych
(rys. 4.13¢ i 4.13d), co potwierdza wniosek, ze promienn bezwladnosci jest najbar-
dziej sposod dyskutowanych tutaj wielkosci fizycznych wrazliwy na zmiane nHDL

z ksztattu dyskoidalnego na sferyczny.

Na rys. 4.16 przedstawiono zachowanie apoA-I i POPC podczas napetniania ar-
gonem w temperaturze T = 10 K i dla szybkosci tadowania v = 0.0000025A At-1.
Podobnie jak w przypadku analizy poprzednich uktadéw, badano RMSD i promien
bezwtadnos$ci RG. Podczas najwolniejszego tadowania przy temperaturze T = 10 K
mobilnosé¢ apoA-Ii POPC jest w przyblizeniu taka sama w pierwszych 1000ps symu-
lacji, jak w przypadku pierwszych 700 ps tadowania ze $rednig szybkoscig i wynosi
1A. Wzrost RMSD pojawia sie mniej wiecej w tym samym czasie co zmiana wartosci
poétosi elipsoidy (rys. 4.15¢ i 4.15d). Promien bezwtadnosci po wstepnej stabilizacji
zaczyna rosnaé, chociaz nalezy zauwazy¢, ze wzrost RG wyprzedza wzrost RMSD

o okoto 350 ps. Zmiana RG zaczyna wystepowaé¢ w przedziale czasowym pomie-
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Rysunek 4.15: Parametry ladowania atoméw argonu do nHDL w temperaturze T = 10 K dla
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tempa tadowania v = 0.0000025A At~ jako funkcja czasu symulacji f dla dwéch niezaleznych prze-
biegéw symulacji: (a), (b) liczba atoméw wypelniajacych strukture i (c), (d) pélosie dopasowanej
elipsoidy a, b i c.

dzy 600 — 700 ps czasu symulacji. Wzrost wartosci RG dla fosfolipidow POPC i dla

proteiny apoA-I nastepuje w tym przypadku w tym samym czasie.
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Rysunek 4.16: Parametry opisujace zachowanie si¢ skladnikéw struktury nHDL podczas wy-
pelniania atomami argonu w temperaturze T = 10 K i szybkoéci tadowania v = 0.0000025A At~
RMSD dla (a) biatka apoA-Ii (b) fosfolipidéw POPC, oraz promien bezwladnosci dla (c) proteiny
apoA-1i (d) czasteczek POPC.
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4.4 Symulacje wypetniania nHDL czasteczkami polarnymi

w Srodowisku wodnym.

Ta dodatkowa seria symulacji tadowania bioagregatu nHDL zanurzonego w polar-
nym rozpuszczalniku ma da¢ odpowiedz na ile wyniki tadowania nHDL w prézni
sg zblizone do tych, gdy bioagregat jest zanurzony w polarnym rozpuszczalniku.
Uktad w srodowisku wodnym jest pokazany na rys. 3.4, gdzie bioagregat znajduje
sie w duzej komoérce wypetnionej woda. Uwzglednienie obecnosci wody otaczajacej
bioagregat jest o tyle istotne, ze procesy formowania agregatow HDL w rzeczywisto-
Sci odbywaja sie w sSrodowisku wodnym. Opisane ponizej wyniki stuzg przetestowniu,
czy zastosowany, uproszczony model, w ktérym tadowanie bioagregatu czastkami lub
atomami odbywa sie w prozni, jest wystarczajacy.

Dla obu przeprowadzonych symulacji z szybkoscia tadowania 0.00001 A ps—1, pro-
ces napelniania przebiega bez przeszkdd przez okoto 740 — 760 ps (rys. 4.17a i rys.
4.17b), to znaczy do momentu, kiedy pierwsze czasteczki wody naruszaja zewnetrzna

powierzchnie agregatu nHDL.

Narys. 4.18 pokazano parametry tadowania czasteczek wody do nHDL w obecno-
Sci polarnego rozpuszczalnika. Pokazane wykresy nalezy porownaé z tymi z rys. 4.8,

charakteryzujacymi uktad bezwodny.

Jedna z najbardziej widocznych roznic sg dysproporcje w skali czasowej obu ry-
sunkow. Pomimo, ze predkosci tadowania w obu przypadkach byty identyczne, czas
tego procesu w obecnosci wody otaczajacej nHDL jest kilkukrotnie dtuzszy. Wynika
to z faktu, ze bioagregat umieszczony w wodzie nie jest w stanie w rownie latwy
sposob dokonywaé¢ zmian w swoim ksztatcie zwiazanych z tadowang do jego wne-
trza woda w poréwnaniu do sytuacji gdy nie jest niczym otoczony. W przypadku bez
otaczajacej go wody moze swobodnie zmienia¢ swoje utozenie, natomiast otaczajaca
nHDL woda w naturalny sposob ogranicza te ekspansje. Bioagregat, zmieniajac swoj
ksztalt, musi najpierw odepchnaé¢ wode. Z tego powodu nie jest w stanie tak efektyw-
nie przyjmowaé wode wttaczang do jego wnetrza, jak jego bezwodny odpowiednik.
Proces tadowania wody (liczony od momentu, w ktérym pierwsze molekuty znalazty

sie wewnatrz nHDL) trwa okoto 1700 ps, w poréwnaniu do 400 ps na rys. 4.8 a i b.
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Rysunek 4.17: Parametry tadowania czasteczek wody do nHDL w srodowisku wodnym w tempe-
raturze T = 310K i szybkosci tadowania v = 0.00001A At™! jako funkcja czasu symulacji, dla dwéch
niezaleznych przebiegéw symulacji: liczba czasteczek wody zatadowanych do nHDL/na zewnatrz
nHDL/bez kontaktu z nHDL (a) oraz (b), strumien czastek wody (c) i (d), oraz dlugosci pé6losi
dopasowanej elipsoidy a, b1 ¢ (e) i (f). Lewy panel pokazuje wyniki dla przebiegu numer 1, prawy
panel pokazuje wyniki dla przebiegu numer 2.

Proces napetniania bioagregatu woda, jak wspomniano wczesniej, trwa kilkukrot-
nie dtuzej w przypadku uktadow z wodg otaczajaca nHDL i rozpoczyna sie on okoto
1700 ps. Nie jest mozliwe bezposrednie odczytanie tej wartosci z wykreséw rys. 4.18
a i b, poniewaz wymagatoby to znaczacej i dtugotrwatej modyfikacji skryptéw, ktore
zostaly przygotowane dla przypadku uktadéw bez otaczajacej wody. W przypadkach

z otaczajaca woda wykazuja one kilkuprocentowy blad. Stad mozna odnies¢ wra-
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zenie, ze pierwsze molekuty wody znajduja sie wewnatrz nHDL juz okoto 300 ps,
podczas gdy w rzeczywistosci, co potwierdza wizualna analiza trajektorii symulacji,
jest to czas odpowiadajacy okoto 1700 ps (od tego momentu rozpoczyna sie kolejny
wzrost wartodci czerwonych krzywych na rys. 4.18). Proces napehiania trwa do
okoto 3500 ps, kiedy to pierwsze molekuty wody zaczynajg opuszczaé¢ bioagregat -
szczegblnie na rys. 4.18 a wida¢ delikatne zatamanie zielonej krzywej w koncowej

fazie symulacji.

Z por6ownania rys. 4.18 oraz 4.8, a i b wynika, ze nHDL zanurzony w wodzie
potrafi przyja¢ dwukrotnie mniej wody, niz jego bezwodny odpowiednik. Mozna
to wyttumaczy¢ faktem wnikania otaczajacej agregat wody pomiedzy hydrofobowe
czesci fosfolipidéw. Napetiany nHDL powieksza swoja objetosé, podczas gdy ilos¢
fosfolipidéw sie nie zmienia. Prowadzi to do lokalnych zmian gesto$ci nHDL - po-
jawiaja sie miejsca, w ktérych warstwa lipidow staje rzadsza, co sprzyja wnikaniu
wody otaczajacej agregat pomiedzy fosfolipidy. nHDL nie jest w stanie zniwelowac
powstatych zmian co prowadzi do jego szybszego uszkodzenia. Nawet opisywana
w naszych wezesniejszych pracach [56, 57] wysoka zdolno$¢ membran lipidowych do
samoregeneracji nie jest w stanie zatrzymac procesu rozerwania nHDL gdyz proces
samoregeneracji badano po ustaniu sity zmieniajacej strukture btony. W obecnym
przypadku proces napetniania caly czas trwa - sita odksztatcajaca staje sie coraz

wicksza.

Roéznice pomiedzy uktadem z woda a bezwodnym pojawiaja sie takze, jezeli wez-
miemy pod uwage wartosci dlugosci potosi dopasowanej elipsoidy. O ile wartosci
dhugosci krétszych potosi elipsoidy zachowuja sie podobnie, jak w przypadku bez-
wodnym (4.8 e, f) i systematycznie wzrastaja, o tyle dlugo$é najdtuzszej polosi
pozostaje w przyblizeniu stata w trakcie catej symulacji. Przyczyna tego jest obec-
nos¢ wody i konieczno$é¢ pokonania dodatkowego oporu osrodka. Zauwazy¢ nalezy,
ze stabilnos¢ wymiaréw agregatu wzdluz jednej z potosi bedzie potegowala efekt
opisany w poprzednim akapicie, zwigzany z lokalnymi zmianami gestosci lipidéw

tworzacych nHDL.

Rys. 4.18 przedstawia wykresy RMSD (gérne panele) oraz promienia bezwtad-

nosci (dolne panele) dla proteiny apoA-I (lewe panele) i fosfolipidéw POPC (prawe
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Rysunek 4.18: Parametry opisujace zachowanie elementéow struktury nHDL podczas procesu ta-
dowania w $rodowisku wodnym w temperaturze T = 310K i szybkosci ladowania v = 0.00001 A At~
RMSD dla (a) proteiny apoA-Ii (b) fosfolipidéw POPC, oraz promien bezwladnosci dla (c¢) proteiny
apoA-1i (d) fosfolipidéw POPC.

panele). Uktad rysunku jest taki sam, jak rys. 4.9, aby utatwi¢ por6wnanie pomiedzy

uktadem z wodg otaczajacag nHDL a uktadem bezwodnym.

Charakter wykreséw RMSD pokazanych na wykresach 4.18 a i b jest zupetnie
inny niz w przypadku bezwodnym. W obszarze odpowiadajacym 500 ps wartosci
RMSD sa dwukrotnie wyzsze niz dla przypadku bez otaczajacej wody zardéwno dla
biatka, jak i lipidéw. Oznacza to, ze obecnos¢ wody zwieksza mobilno$¢ molekut
tworzacych agregat, co skutkuje wigksza podatnoscia nHDL na czynniki zmieniajace
jego strukture. Ta konkluzja jest zgodna z wczesniejszymi postulatami dotyczacymi

szybszego rozpadu nHDL w obecnosci wody.

Wartosci promienia bezwladnosci zaréwno w przypadku z otaczajaca woda, jak
i bezwodnym sa zblizone. Réwniez charaktery obydwu wykreséw sa zblizone. Po
poczatkowym okresie wzrostu promienia bezwladnosci (zaréwno dla apoA-I, jak
i POPC) nastepuje jego spadek, po czym od momentu wypetniania woda ponowny

wzrost, ktory trwa az do rozerwania bioagregatu.
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Przeprowadzone symulacje procesu tadowania nHDL zanurzonego w wodzie su-
geruja, ze pomimo wystepowania pewnych roznic, model w ktorym nHDL jest oto-
czony proznig, pozwala oszacowaé ilosé molekul/atoméw, ktéra mozna wprowadzié
do bioagregatu przed jego uszkodzeniem, oraz oszacowaé dopuszczalng predkosé
przeptywu tadowanej substancji. Uzyskane wyniki sugeruja réwniez, ze o ile tempo
zmian zachodzacych w nHDL jest ograniczone w srodowisku wodnym, to jako$ciowo
sg one zblizone do procesow zachodzacych w przypadku umieszczenia bioagregatu

w prozni.
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Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach postuzono sie zaawansowana metoda symulacji
komputerowych MD, dzigki ktérej mozna uzyska¢ wglad w dynamike poszczegdlnych
czasteczek tworzacych badany uktad. Metode MD oraz jej najistotniejsze aspekty
techniczne (algorytmy, specjalistyczne programy) przedstawiono w czesci teoretycz-
nej rozprawy. Jako przedmiot badan wybrano lipoproteiny HDL i nHDL, ktore sa
sktadnikami osocza i ,wedruja” w organizmie cztowieka wraz ze strumieniem krwi.
Zaproponowano utworzenie kanatu transportowego do wnetrza bioagregatéw HDL

i nHDL poprzez indentacje ich powierzchni nanorurka weglows.

W poczatkowym etapie prac zostaly przygotowane, a nastepnie przebadane mo-
dele agregatow HDL i nHDL. Symulacje pokazaty, ze HDL jest stabilny w najwyzszej
badanej temperaturze, natomiast dla nHDL $rednie kwadratowe odchylenia RMSD
przyjmuja wysokie wartodci, co $wiadczy o mniejszej stabilnosci termicznej agre-
gatu nHDL w poréwnaniu do HDL. W trakcie symulacji rownowagowych, agregaty
przyjety ksztalt opisywany w literaturze - HDL kulisty a nHDL - sptaszczony, dys-
koidalny.

Dalsza cze$¢ badan koncentrowata sie tylko na kontenerze nHDL - podjeto probe
tadowania agregatu dwiema odmiennymi substancjami, dipolowa woda oraz niepo-
larnymi atomami argonu. W tym celu przeprowadzona zostala seria eksperymentéw
komputerowych nanoindentacji nHDL nanorurks weglowa, ktora docelowo miata
staé sie stabilnym kanalem transportowym dla wody i argonu. Dzieki zastosowaniu
techniki Steered Molecular Dynamics udalo sie przebi¢ warstwe lipidowa otacza-
jaca bioagregat i wprowadzi¢ koniec nanorurki do jego wnetrza tworzac tym samym

zaczatek urzadzenia do tadowania.

Otworzylo to droge do nastepnego etapu (druga seria eksperymentéw kompute-
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Podsumowanie

rowych) tj. badania dynamiki struktury nHDL podczas napelniania zewnetrznymi
substancjami. Dokonczono modelowanie urzadzenia do tadowania, stabilizujac drugi
koniec whitej nanorurki i ttoczac przez niego wode lub argon z réznymi predkosciami.
Wykazano, ze niezaleznie od predkosci tadowania ilos¢ molekut wody zatadowanych
do nHDL przed rozerwaniem jego struktury wynosi 1400, co odpowiada w przyblize-
niu objetosci 42nm3. Ponadto, w poczatkowej fazie tadowania nie widaé znaczacych
zmian ksztattu nHDL z dyskoidalnego na kulisty. Te pojawiaja sie dopiero po zala-
dowaniu okoto 300 molekul wody, co odpowiada objetosci 9 nm?3. Warto zauwazy¢,
ze spoérod analizowanych wielkosci fizycznych opisujacych zmiany ksztattu bioagre-

gatu, promien bezwladnosci okazal si¢ by¢ najczulszym.

Lipoproteina nHDL nie jest w stanie zatrzymaé¢ hydrofobowych atoméw argonu
w swoim wnetrzu, w temperaturze fizjologicznej. Dla wysokiej predkosci tadowania
atomy opuszczaly agregat praktycznie natychmiast. Z kolei nizsza predkos$é¢ tado-
wania, v = 0.0000025 A At~1, pozwalala umiesci¢ argon w objetoéci czterokrotnie
mniejszej, niz w przypadku z wodg. Z powodu duzej ruchliwoéci argonu w tempera-
turze fizjologicznej obnizono ja do 10 K, dzigki czemu udato si¢ zatadowaé¢ do nHDL

ilo§¢ atomoéw odpowiadajgcg objetosci okoto 30 nm3.

Ostatnim etapem badan bylto przeprowadzenie symulacji tadowania czasteczek
wody do wnetrza nHDL, umieszczajac ten bioagregat w srodowisku wodnym. W tym
przypadku udato sie zaladowa¢ do nHDL mniej molekut wody, niz w przypadku
z proznig. Wynika to z faktu, iz zaréwno wewngtrz bioagregatu, jak i na zewnatrz
istniato érodowisko hydrofilowe. W naturze wnetrze agregatu wypetniaja silnie nie-
polarne molekuty, dodatkowo go stabilizujac. Niemniej, pomimo wystgpienia pew-
nych réznic, symulacje tadowania w wodzie oraz w prozni sa jako$ciowo do siebie
zblizone i pozwalaja na oszacowanie ilosci molekut (lub atoméw), ktére mozna wpro-

wadzi¢ do bioagregatu oraz oszacowa¢ dopuszczalna predkosé przeptywu.

Zaobserwowana elastyczno$é struktury lipoprotein, dynamiczna zmiana ich ksztattu
podczas procesu napetniania, stanowi nowa, nieznang wczesniej wiedze, pozyskana
dzieki eksperymentom komputerowym. Udowodniona mozliwosé tadowania czaste-
czek do wnetrza bioagregatow, np. nHDL, to pierwszy etap tworzenia na ich pod-

stawie nowych, nanoskalowych systemow transportu, np. lekow lub biomarkerow.
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Dalsze badania w tym kierunku moga doprowadzi¢ do praktycznego opracowania

nowatorskich, liposomalnych systemoéow dostarczania lekow.
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Conclusion

In the conducted research, the advanced method of MD computer simulations was
used, thanks to which it is possible to gain insight into the dynamics of individual
molecules that make up the system under study. The MD method and its ”techno-
logical” details (algorithms, specialized programs) are presented in the initial part
of the dissertation. As the subject of research, HDL and nHDL lipoproteins were
selected, which are plasma components and ”wander”in the human body along with
the blood stream. It was proposed to create a transport channel to the interior of
HDL and nHDL bio-aggregates by indenting their surface with a carbon nanotube.
The first series of computer experiments performed concerned the implementation
and testing of this idea. It has been shown that a stable transport channel can be
established as a result of nanoindentation of said lipoproteins. It allows access to the
interior of HDL and nHDL with a carbon nanotube-based device, as demonstrated
by MD simulations. This opened the way to the next stage (the second series of
computer experiments), i.e. the study of the dynamics of nHDL structure during its
filling with external substances. Two very different substances were chosen for filling,
non-polar argon and strongly dipole water. It has been estimated that approxima-
tely 9 nm? of volume can be filled inside nHDL without disturbing the structure of
this lipoprotein. In addition, up to 32 nm? of internal volume can fill the introduced
particles, without breaking the nHDL, but causing a gradual change in the shape of
nHDL from discoidal to spherical. The observed elasticity of the lipoprotein struc-
ture and the dynamic change of their shape during the filling process constitute a
new, previously unknown knowledge obtained thanks to computer experiments. The
proven possibility of loading molecules inside bio-aggregates, e.g. nHDL, is the first

stage of creating new, nanoscale transport systems for drugs or bio-markers. Fur-

70



Conclusion

ther research in this direction may lead to the practical development of innovative,

liposomal drug delivery devices.

71



Bibliografia

[1] D.J.Rader, E. T. Alexander, G. L. Weibel, J. Billheimer i G. H. Rothblat. “The Role
of Reverse Cholesterol Transport in Animals and Humans and Relationship to Athe-
rosclerosis”. W: Journal of Lipid Research 50 (kw. 2009), S189-5194. 1SSN: 00222275.
DOI: 10.1194/j1r .R800088-JLR200. URL: https://linkinghub.elsevier.com/

retrieve/pii/S0022227520306106 (term. wiz. 02.10.2022).

[2] A. J. Lusis. “Atherosclerosis”. W: Nature 407.6801 (wrz. 2000), s. 233-241. 1SSN:
0028-0836, 1476-4687. DOI: 10.1038/35025203. URL: http://www.nature.com/

articles/35025203 (term. wiz. 02.10.2022).

[3] S. M. Douglas, H. Dietz, T. Liedl, B. Hogberg, F. Graf i W. M. Shih. “Self-Assembly
of DNA into Nanoscale Three-Dimensional Shapes”. W: Nature 459.7245 (21 maj.
2009), s. 414-418. 1ssN: 0028-0836, 1476-4687. DOI: 10.1038/nature08016. URL:

http://www.nature.com/articles/nature08016 (term. wiz. 02.10.2022).

[4] Q. Zhang, Q. Jiang, N. Li, L. Dai, Q. Liu, L. Song, J. Wang, Y. Li, J. Tian, B. Ding
i Y. Du. “DNA Origami as an In Vivo Drug Delivery Vehicle for Cancer Therapy”.
W: ACS Nano 8.7 (22 lip. 2014), s. 6633-6643. 1sSN: 1936-0851, 1936-086X. DOTI:
10.1021/nn502058 . URL: https://pubs . acs . org/doi/10 . 1021 /nn502058

(term. wiz. 02.10.2022).

[5] W. B. Liechty, D. R. Kryscio, B. V. Slaughter i N. A. Peppas. “Polymers for Drug
Delivery Systems”. W: Annual Review of Chemical and Biomolecular Engineering
1.1 (15 czer. 2010), s. 149-173. 1sSN: 1947-5438, 1947-5446. DOI: 10.1146/annurev-
chembioeng-073009-100847. URL: https://www.annualreviews.org/doi/10.

1146/annurev-chembioeng-073009-100847 (term. wiz. 02.10.2022).
6] Y.K.SungiS. W. Kim. “Recent Advances in Polymeric Drug Delivery Systems”.

W: Biomaterials Research 24.1 (grud. 2020), s. 12. 1SSN: 2055-7124. poI: 10.1186/

72

72:7156896000


https://doi.org/10.1194/jlr.R800088-JLR200
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022227520306106
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022227520306106
https://doi.org/10.1038/35025203
http://www.nature.com/articles/35025203
http://www.nature.com/articles/35025203
https://doi.org/10.1038/nature08016
http://www.nature.com/articles/nature08016
https://doi.org/10.1021/nn502058j
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/nn502058j
https://doi.org/10.1146/annurev-chembioeng-073009-100847
https://doi.org/10.1146/annurev-chembioeng-073009-100847
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-chembioeng-073009-100847
https://www.annualreviews.org/doi/10.1146/annurev-chembioeng-073009-100847
https://doi.org/10.1186/s40824-020-00190-7
https://doi.org/10.1186/s40824-020-00190-7

Conclusion

[10]

[11]

[12]

[14]

s40824-020-00190-7. URL: https://biomaterialsres .biomedcentral . com/

articles/10.1186/s40824-020-00190-7 (term. wiz. 02.10.2022).

S. Borandeh, B. van Bochove, A. Teotia i J. Seppala. “Polymeric Drug Delivery Sys-
tems by Additive Manufacturing”. W: Advanced Drug Delivery Reviews 173 (czer.
2021), s. 349-373. 18sN: 0169409X. pOI: 10.1016/ j . addr . 2021 .03 .022. URL:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0169409X21001010 (term.

wiz. 02.10.2022).

T. M. Allen i P. R. Cullis. “Liposomal Drug Delivery Systems: From Concept to Cli-
nical Applications”. W: Advanced Drug Delivery Reviews 65.1 (sty. 2013), s. 36-48.
ISSN: 0169409X. pOI: 10.1016/j.addr.2012.09.037. URL: https://linkinghub.

elsevier.com/retrieve/pii/S0169409X12002980 (term. wiz. 02.10.2022).

P. Raczynski, K. Gorny, V. Raczynska, M. Pabiszczak, Z. Dendzik i Z. Gburski. “On
the Impact of Nanotube Diameter on Biomembrane Indentation — Computer Simu-
lations Study”. W: Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes 1860.2
(lut. 2018), s. 310-318. 1SsN: 00052736. DOI: 10.1016/j . bbamem.2017 .10 .030.
URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0005273617303486

(term. wiz. 02. 10. 2022).

E. Bankowski. Biochemia: podrecznik dla studentow wuczelni medycznych. Wydanie

czwarte. Wroctaw: Edra Urban & Partner, 2020. 1SBN: 978-83-66548-05-3.

R. Muray, D. Granner i V. Rodwell. Biochemia Harpera. Ilustrowana. pl. Wydanie
szoste. Warszawa: PZWL, 2015. 1SBN: 978-83-200-4554-3.

J. M. Berg, J. L. Tymoczko, G. J. Gatto i L. Stryer. Biochemistry. Ninth edition. New
York: W.H. Freeman/Macmillan Learning, 2019. 1096 s. 1SBN: 978-1-319-11467-1.

X. Su, Y. Kong i D. Peng. “Evidence for Changing Lipid Management Strategy
to Focus on Non-High Density Lipoprotein Cholesterol”. W: Lipids in Health and
Disease 18.1 (grud. 2019), s. 134. 1sSN: 1476-511X. DOI: 10.1186/512944-019~
1080-x. URL: https://lipidworld.biomedcentral . com/articles/10.1186/

512944-019-1080-x (term. wiz. 21.02.2023).

P. G. Frank i Y. L. Marcel. “Apolipoprotein A-I: Structure—Function Relationships”.
W: Journal of Lipid Research 41.6 (czer. 2000), s. 853-872. 1SSN: 00222275. DOLI:

73

73:6406485574


https://doi.org/10.1186/s40824-020-00190-7
https://doi.org/10.1186/s40824-020-00190-7
https://biomaterialsres.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40824-020-00190-7
https://biomaterialsres.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40824-020-00190-7
https://doi.org/10.1016/j.addr.2021.03.022
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0169409X21001010
https://doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.037
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0169409X12002980
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0169409X12002980
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2017.10.030
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0005273617303486
https://doi.org/10.1186/s12944-019-1080-x
https://doi.org/10.1186/s12944-019-1080-x
https://lipidworld.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12944-019-1080-x
https://lipidworld.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12944-019-1080-x

Conclusion

[16]

[19]

74

10.1016/50022-2275(20) 32028-9. URL: https://linkinghub.elsevier.com/

retrieve/pii/S0022227520320289 (term. wiz. 14.03.2023).

R. W. Mahley, T. L. Innerarity, S. C. Rall i K. H. Weisgraber. “Plasma Lipoproteins:
Apolipoprotein Structure and Function.” W: Journal of Lipid Research 25.12 (grud.
1984), s. 1277-1294. 1sSN: 00222275. DOIL: 10.1016/50022-2275(20) 34443-6. URL:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022227520344436 (term.

wiz. 14.03.2023).

L. Zhou, C. Li, L. Gao i A. Wang. “High-Density Lipoprotein Synthesis and Meta-
bolism (Review)”. W: Molecular Medicine Reports 12.3 (wrz. 2015), s. 4015-4021.
ISSN: 1791-2997, 1791-3004. DOT: 10.3892/mmr . 2015 .3930. URL: https://wuw.

spandidos-publications.com/10.3892/mmr.2015.3930 (term. wiz. 07.03.2023).

A. Dawid. Przetwarzanie Wspdtbiezne w Symulacjach Komputerowych z Wykorzy-

staniem Architektury CUDA. Wydawnictwo Naukowe Akademii WSB, 2018.

P. A. Gagniuc. Markov Chains: From Theory to Implementation and Ezxperimenta-
tion. Hoboken, NJ: John Wiley & Sons, 2017. 1 s. ISBN: 978-1-119-38757-2 978-1-

119-38758-9.

D. D. Humphreys, R. A. Friesner i B. J. Berne. “A Multiple-Time-Step Molecu-
lar Dynamics Algorithm for Macromolecules”. W: The Journal of Physical Chemi-
stry 98.27 (lip. 1994), s. 6885-6892. 1SSN: 0022-3654, 1541-5740. po1: 10 . 1021/
j100078a035. URL: https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/3j100078a035

(term. wiz. 28.12.2022).

M. Paterlini i D. M. Ferguson. “Constant Temperature Simulations Using the Lange-
vin Equation with Velocity Verlet Integration”. W: Chemical Physics 236.1-3 (wrz.
1998), s. 243-252. 1SSN: 03010104. poI: 10.1016/50301-0104(98)00214~6. URL:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0301010498002146 (term.

wiz. 29.12.2022).

B. Diinweg. “Langevin Methods”. W: Computer Simulations of Surfaces and Interfa-
ces. Red. B. Diinweg, D. P. Landau i A. I. Milchev. Dordrecht: Springer Netherlands,
2003, s. 77-92. 1SBN: 978-1-4020-1464-2 978-94-010-0173-1. DOI: 10.1007/978-94~
010-0173-1_4. URL: http://link.springer.com/10.1007/978-94-010-0173~

1_4 (term. wiz. 26.12.2022).

74:9308564913


https://doi.org/10.1016/S0022-2275(20)32028-9
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022227520320289
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022227520320289
https://doi.org/10.1016/S0022-2275(20)34443-6
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022227520344436
https://doi.org/10.3892/mmr.2015.3930
https://www.spandidos-publications.com/10.3892/mmr.2015.3930
https://www.spandidos-publications.com/10.3892/mmr.2015.3930
https://doi.org/10.1021/j100078a035
https://doi.org/10.1021/j100078a035
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/j100078a035
https://doi.org/10.1016/S0301-0104(98)00214-6
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0301010498002146
https://doi.org/10.1007/978-94-010-0173-1_4
https://doi.org/10.1007/978-94-010-0173-1_4
http://link.springer.com/10.1007/978-94-010-0173-1_4
http://link.springer.com/10.1007/978-94-010-0173-1_4

Conclusion

[22]

23]

[24]

[27]

S. Izrailev, S. Stepaniants, M. Balsera, Y. Oono i K. Schulten. “Molecular Dynamics
Study of Unbinding of the Avidin-Biotin Complex”. W: Biophysical Journal 72.4
(kw. 1997), s. 1568-1581. 1sSN: 00063495. DOI: 10.1016/5S0006-3495(97) 78804 -0.
URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349597788040

(term. wiz. 18.02.2023).

E. Pacii M. Karplus. “Forced Unfolding of Fibronectin Type 3 Modules: An Analysis
by Biased Molecular Dynamics Simulations”. W: Journal of Molecular Biology 288.3
(maj 1999), s. 441-459. 1SSN: 00222836. DOI: 10 . 1006/ jmbi . 1999 . 2670. URL:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022283699926700 (term.

wiz. 18.02.2023).

P. E. Marszalek, H. Lu, H. Li, M. Carrion-Vazquez, A. F. Oberhauser, K. Schulten i
J. M. Fernandez. “Mechanical Unfolding Intermediates in Titin Modules”. W: Nature
402.6757 (list. 1999), s. 100-103. 15SN: 0028-0836, 1476-4687. DOI: 10.1038/47083.

URL: http://www.nature.com/articles/47083 (term. wiz. 18.02.2023).

H. Lu i K. Schulten. “The Key Event in Force-Induced Unfolding of Titin’s Im-
munoglobulin Domains”. W: Biophysical Journal 79.1 (lip. 2000), s. 51-65. ISSN:
00063495. por: 10.1016/S0006-3495(00) 76273-4. URL: https://linkinghub.

elsevier.com/retrieve/pii/S0006349500762734 (term. wiz. 18.02.2023).

D. J. Brockwell, G. S. Beddard, E. Paci, D. K. West, P. D. Olmsted, D. A. Smith i
S. E. Radford. “Mechanically Unfolding the Small, Topologically Simple Protein L”.
W: Biophysical Journal 89.1 (lip. 2005), s. 506-519. 1sSN: 00063495. DOL: 10.1529/
biophysj.105.061465. URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/

S0006349505726990 (term. wiz. 18.02.2023).

Z. Gburski, K. Gérny i P. Raczynski. “The Impact of a Carbon Nanotube on
the Cholesterol Domain Localized on a Protein Surface”. W: Solid State Com-
munications 150.9-10 (mar. 2010), s. 415-418. 1ssN: 00381098. poI: 10. 1016/ 7.
ssc.2009.12.005. URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/

S0038109809007509 (term. wiz. 18.02.2023).

P. Raczynski, K. Gorny, J. Samios i Z. Gburski. “Interaction Between Silicon—Carbide
Nanotube and Cholesterol Domain. A Molecular Dynamics Simulation Study.” W:

The Journal of Physical Chemistry C' 118.51 (26 grud. 2014), s. 30115-30119. 1SSN:

75

75:4538602792


https://doi.org/10.1016/S0006-3495(97)78804-0
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349597788040
https://doi.org/10.1006/jmbi.1999.2670
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022283699926700
https://doi.org/10.1038/47083
http://www.nature.com/articles/47083
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(00)76273-4
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349500762734
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349500762734
https://doi.org/10.1529/biophysj.105.061465
https://doi.org/10.1529/biophysj.105.061465
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349505726990
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349505726990
https://doi.org/10.1016/j.ssc.2009.12.005
https://doi.org/10.1016/j.ssc.2009.12.005
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0038109809007509
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0038109809007509

Conclusion

[30]

32]

[33]

76

1932-7447, 1932-7455. DOIL: 10.1021/ jp505532f. URL: https://pubs.acs.org/

doi/10.1021/jp505532f (term. wiz. 18.02.2023).

L. Zhang, B. Xu i X. Wang. “Cholesterol Extraction from Cell Membrane by Gra-
phene Nanosheets: A Computational Study”. W: The Journal of Physical Chemistry
B 120.5 (11 lut. 2016), s. 957-964. 1SSN: 1520-6106, 1520-5207. DOIL: 10.1021/acs.
jpcb.5b10330. URL: https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs. jpcb.5b10330

(term. wiz. 18.02.2023).

P. Raczynski, K. Gérny, M. Pabiszczak i Z. Gburski. “Nanoindentation of Biomem-
brane by Carbon Nanotubes — MD Simulation”. W: Computational Materials Science
70 (kw. 2013), s. 13-18. 1sSN: 09270256. DOI: 10.1016/].commatsci.2012.12.031.
URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927025612007690

(term. wiz. 18.02.2023).

V. Raczynska, P. Raczynski, K. Gérny i Z. Gburski. “Nanoindentation of DMPC
Layer by Nanotubes of Various Diameters”. W: Nanophysics, Nanophotonics, Sur-
face Studies, and Applications. Red. O. Fesenko i L. Yatsenko. T. 183. Springer
Proceedings in Physics. Cham: Springer International Publishing, 2016, s. 23-31.
ISBN: 978-3-319-30736-7 978-3-319-30737-4. DOI: 10.1007/978-3-319-30737-4_3.
URL: http://link.springer.com/10.1007/978-3-319-30737-4_3 (term. wiz.

18.02.2023).

P. Raczynski, K. Gérny, V. Raczynska, M. Pabiszczak, Z. Dendzik i Z. Gburski. “On
the Impact of Nanotube Diameter on Biomembrane Indentation — Computer Simu-
lations Study”. W: Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes 1860.2
(lut. 2018), s. 310-318. 1SSN: 00052736. DOI: 10.1016/j . bbamem.2017 .10 . 030.
URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0005273617303486

(term. wiz. 18.02.2023).

A. D. MacKerell, D. Bashford, M. Bellott, R. L. Dunbrack, J. D. Evanseck, M. J.
Field, S. Fischer, J. Gao, H. Guo, S. Ha, D. Joseph-McCarthy, L. Kuchnir, K. Ku-
czera, F. T. K. Lau, C. Mattos, S. Michnick, T. Ngo, D. T. Nguyen, B. Prodhom,
W. E. Reiher, B. Roux, M. Schlenkrich, J. C. Smith, R. Stote, J. Straub, M. Wata-
nabe, J. Widrkiewicz-Kuczera, D. Yin i M. Karplus. “All-Atom Empirical Potential

for Molecular Modeling and Dynamics Studies of Proteins”. W: The Journal of Phy-

76:4774572260


https://doi.org/10.1021/jp505532f
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp505532f
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp505532f
https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.5b10330
https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.5b10330
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpcb.5b10330
https://doi.org/10.1016/j.commatsci.2012.12.031
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0927025612007690
https://doi.org/10.1007/978-3-319-30737-4_3
http://link.springer.com/10.1007/978-3-319-30737-4_3
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2017.10.030
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0005273617303486

Conclusion

[34]

[35]

[36]

sical Chemistry B 102.18 (1 kw. 1998), s. 3586-3616. 1SSN: 1520-6106, 1520-5207.
DOI: 10.1021/3jp973084f. URL: https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp973084f

(term. wiz. 02.10.2022).

K. Vanommeslaeghe, E. Hatcher, C. Acharya, S. Kundu, S. Zhong, J. Shim, E.
Darian, O. Guvench, P. Lopes, I. Vorobyov i A. D. Mackerell. “CHARMM General
Force Field: A Force Field for Drug-like Molecules Compatible with the CHARMM
All-Atom Additive Biological Force Fields”. W: Journal of Computational Chemistry
(2009), NA-NA. 18sN: 01928651, 1096987X. DOI: 10.1002/jcc.21367. URL: https:

//onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.21367 (term. wiz. 19.12.2022).

A. D. MacKerell, N. Banavali i N. Foloppe. “Development and Current Status of
the CHARMM Force Field for Nucleic Acids”. W: Biopolymers 56.4 (2000), s. 257—
265. 1sSN: 0006-3525, 1097-0282. pOI: 10.1002/1097-0282(2000)56:4<257 : : ATD-
BIP10029>3.0.C0;2-W. URL: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.
1002/1097-0282(2000) 56 : 4%3C257 : : AID-BIP10029%3E3.0.C0;2-W (term. wiz.

19.12.2022).

Z. Dendzik, K. Gorny i Z. Gburski. “Cooperative Dipolar Relaxation of a Glyce-
rol Molecular Cluster in Nanoscale Confinement—a Computer Simulation Study”.
W: Journal of Physics: Condensed Matter 21.42 (21 paz. 2009), s. 425101. I1SSN:
0953-8984, 1361-648X. DOI: 10.1088/0953-8984/21/42/425101. URL: https:
//iopscience.iop.org/article/10.1088/0953-8984/21/42/425101 (term. wiz.

19.12.2022).

Z. Gburski, K. Gorny i P. Raczynski. “The Impact of a Carbon Nanotube on
the Cholesterol Domain Localized on a Protein Surface”. W: Solid State Com-
munications 150.9-10 (mar. 2010), s. 415-418. 1SsN: 00381098. por: 10. 1016/ .
ssc.2009.12.005. URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/

50038109809007509 (term. wiz. 19.12.2022).

Z. Dendzik, K. Gorny, W. Gwizdata i Z. Gburski. “Dipolar Relaxation of Propy-
lene Glycol Molecular Cluster Confined in Carbon Nanotubes of Different Chira-
lities—Computer Simulation Study”. W: Journal of Non-Crystalline Solids 357.2

(sty. 2011), s. 575-579. 1SSN: 00223093. DOI: 10.1016/]. jnoncrysol.2010.06.068.

77

T77:6247745612


https://doi.org/10.1021/jp973084f
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp973084f
https://doi.org/10.1002/jcc.21367
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.21367
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.21367
https://doi.org/10.1002/1097-0282(2000)56:4<257::AID-BIP10029>3.0.CO;2-W
https://doi.org/10.1002/1097-0282(2000)56:4<257::AID-BIP10029>3.0.CO;2-W
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1097-0282(2000)56:4%3C257::AID-BIP10029%3E3.0.CO;2-W
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1097-0282(2000)56:4%3C257::AID-BIP10029%3E3.0.CO;2-W
https://doi.org/10.1088/0953-8984/21/42/425101
https://iopscience.iop.org/article/10.1088/0953-8984/21/42/425101
https://iopscience.iop.org/article/10.1088/0953-8984/21/42/425101
https://doi.org/10.1016/j.ssc.2009.12.005
https://doi.org/10.1016/j.ssc.2009.12.005
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0038109809007509
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0038109809007509
https://doi.org/10.1016/j.jnoncrysol.2010.06.068

Conclusion

[41]

[43]

[44]

78

URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022309310005223

(term. wiz. 19.12.2022).

A. D. Mackerell, M. Feig i C. L. Brooks. “Extending the Treatment of Backbone
Energetics in Protein Force Fields: Limitations of Gas-Phase Quantum Mechanics
in Reproducing Protein Conformational Distributions in Molecular Dynamics Simu-

lations”. W: Journal of Computational Chemistry 25.11 (sierp. 2004), s. 1400-1415.

1SSN: 01928651, 1096987X. DOI: 10.1002/jcc.20065. URL: https://onlinelibrary.

wiley.com/doi/10.1002/jcc.20065 (term. wiz. 30.12.2022).

“On the Determination of Molecular Fields.—I. From the Variation of the Viscosity
of a Gas with Temperature”. W: Proceedings of the Royal Society of London. Series
A, Containing Papers of a Mathematical and Physical Character 106.738 (paz. 1924),
s. 441-462. 18sN: 0950-1207, 2053-9150. DOT: 10.1098/rspa.1924.0081. URL: https:
/ /royalsocietypublishing . org/doi/10.1098/rspa.1924.0081 (term. wiz.

30.12.2022).

A. Y. Toukmaji i J. A. Board. “Ewald Summation Techniques in Perspective: A
Survey”. W: Computer Physics Communications 95.2-3 (czer. 1996), s. 73-92. ISSN:
00104655. DoO1: 10.1016/0010-4655(96) 00016~ 1. URL: https://linkinghub.

elsevier.com/retrieve/pii/0010465596000161 (term. wiz. 30.12.2022).

P. P. Ewald. “Die Berechnung optischer und elektrostatischer Gitterpotentiale”. W:
Annalen der Physik 369.3 (1921), s. 253-287. 1SSN: 00033804, 15213889. DOI: 10.
1002/ andp . 19213690304. URL: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.

1002/andp. 19213690304 (term. wiz. 30.12.2022).

T. Darden, D. York i L. Pedersen. “Particle Mesh Ewald: An N log( N ) Method for
Ewald Sums in Large Systems”. W: The Journal of Chemical Physics 98.12 (15 czer.
1993), s. 10089-10092. 1sSN: 0021-9606, 1089-7690. DOI: 10.1063/1.464397. URL:

http://aip.scitation.org/doi/10.1063/1.464397 (term. wiz. 30.12.2022).

P. Raczynski, K. Gérny, V. Raczynska, M. Pabiszczak, Z. Dendzik i Z. Gburski. “On
the Impact of Nanotube Diameter on Biomembrane Indentation — Computer Simu-
lations Study”. W: Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes 1860.2

(lut. 2018), s. 310-318. 1SSN: 00052736. DOIL: 10.1016/j . bbamem.2017 .10 . 030.

78:9628537099


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022309310005223
https://doi.org/10.1002/jcc.20065
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.20065
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.20065
https://doi.org/10.1098/rspa.1924.0081
https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rspa.1924.0081
https://royalsocietypublishing.org/doi/10.1098/rspa.1924.0081
https://doi.org/10.1016/0010-4655(96)00016-1
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0010465596000161
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0010465596000161
https://doi.org/10.1002/andp.19213690304
https://doi.org/10.1002/andp.19213690304
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/andp.19213690304
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/andp.19213690304
https://doi.org/10.1063/1.464397
http://aip.scitation.org/doi/10.1063/1.464397
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2017.10.030

Conclusion

[46]

[47]

[50]

URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0005273617303486

(term. wiz. 14.03.2023).

J. C. Phillips, R. Braun, W. Wang, J. Gumbart, E. Tajkhorshid, E. Villa, C. Chipot,
R. D. Skeel, L. Kalé i K. Schulten. “Scalable Molecular Dynamics with NAMD”. W:
Journal of Computational Chemistry 26.16 (grud. 2005), s. 1781-1802. 1ssN: 0192-
8651, 1096-987X. DOI: 10.1002/jcc.20289. URL: https://onlinelibrary.wiley.

com/doi/10.1002/jcc.20289 (term. wiz. 02.10.2022).

W. Humphrey, A. Dalke i K. Schulten. “VMD: Visual Molecular Dynamics”. W: Jo-
urnal of Molecular Graphics 14.1 (lut. 1996), s. 33-38. 1SSN: 02637855. DOI: 10.1016/
0263-7855(96) 00018-5. URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/

pii/0263785596000185 (term. wiz. 02.10.2022).

A. A. Patankar i H. Moon. Automatic Radish Wilt Detection Using Image Processing
Based Techniques and Machine Learning Algorithm. 31 sierp. 2020. arXiv: arXiv:
2009.0173. URL: http://arxiv.org/abs/2009.00173 (term. wiz. 14.03.2023).

preprint.

F. Gu, M. K. Jones, J. Chen, J. C. Patterson, A. Catte, W. G. Jerome, L. Li i
J. P. Segrest. “Structures of Discoidal High Density Lipoproteins”. W: Journal of
Biological Chemistry 285.7 (lut. 2010), s. 4652-4665. 1sSN: 00219258. por: 10.1074/
jbc.M109.069914. URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/

50021925820809727 (term. wiz. 14.03.2023).

J. B. Klauda, R. M. Venable, J. A. Freites, J. W. O’Connor, D. J. Tobias, C.
Mondragon-Ramirez, I. Vorobyov, A. D. MacKerell i R. W. Pastor. “Update of
the CHARMM All-Atom Additive Force Field for Lipids: Validation on Six Lipid
Types”. W: The Journal of Physical Chemistry B 114.23 (17 czer. 2010), s. 7830—
7843. 18SN: 1520-6106, 1520-5207. poI: 10.1021/jp101759g. URL: https://pubs.

acs.org/doi/10.1021/jp101759q (term. wiz. 02.10.2022).

V. Zoete, M. A. Cuendet, A. Grosdidier i O. Michielin. “SwissParam: A Fast Force
Field Generation Tool for Small Organic Molecules”. W: Journal of Computational
Chemistry 32.11 (sierp. 2011), s. 2359-2368. 1SsN: 01928651. DOI: 10.1002/ jcc.
21816. URL: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.21816 (term.

wiz. 02.10.2022).

79

79:9859109406


https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0005273617303486
https://doi.org/10.1002/jcc.20289
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.20289
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.20289
https://doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5
https://doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0263785596000185
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0263785596000185
https://arxiv.org/abs/arXiv:2009.0173
https://arxiv.org/abs/arXiv:2009.0173
http://arxiv.org/abs/2009.00173
https://doi.org/10.1074/jbc.M109.069914
https://doi.org/10.1074/jbc.M109.069914
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021925820809727
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021925820809727
https://doi.org/10.1021/jp101759q
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp101759q
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/jp101759q
https://doi.org/10.1002/jcc.21816
https://doi.org/10.1002/jcc.21816
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jcc.21816

Conclusion

[51] L. Rowley, D. Nicholson i N. Parsonage. “Monte Carlo Grand Canonical Ensemble
Calculation in a Gas-Liquid Transition Region for 12-6 Argon”. W: Journal of Com-
putational Physics 17.4 (kw. 1975), s. 401-414. 1ssN: 00219991. por: 10.1016/0021~
9991(75) 90042-X. URL: https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/

002199917590042X (term. wiz. 02.10.2022).

[52] W. L. Jorgensen, J. Chandrasekhar, J. D. Madura, R. W. Impey i M. L. Klein.
“Comparison of Simple Potential Functions for Simulating Liquid Water”. W: The
Journal of Chemical Physics 79.2 (15 lip. 1983), s. 926-935. 1SsN: 0021-9606, 1089-
7690. DOI: 10.1063/1.445869. URL: http://aip.scitation.org/doi/10.1063/

1.445869 (term. wiz. 02.10.2022).

[53] A. Briinger, C. L. Brooks i M. Karplus. “Stochastic Boundary Conditions for Mo-
lecular Dynamics Simulations of ST2 Water”. W: Chemical Physics Letters 105.5
(mar. 1984), s. 495-500. 1SSN: 00092614. DOI: 10.1016/0009- 2614 (84) 80098~ 6.
URL: https://linkinghub . elsevier . com/retrieve/pii/0009261484800986

(term. wiz. 02.10.2022).

[54] L. Kalé, R. Skeel, M. Bhandarkar, R. Brunner, A. Gursoy, N. Krawetz, J. Phil-
lips, A. Shinozaki, K. Varadarajan i K. Schulten. “NAMD2: Greater Scalability for
Parallel Molecular Dynamics”. W: Journal of Computational Physics 151.1 (maj
1999), s. 283-312. 1ssN: 00219991. pDOI: 10. 1006/ jcph. 1999 .6201. URL: https:
//linkinghub . elsevier . com/retrieve/pii/S0021999199962010 (term. wiz.

06.01.2023).

[55] I. Daidone, A. Amadei, D. Roccatano i A. D. Nola. “Molecular Dynamics Simulation
of Protein Folding by Essential Dynamics Sampling: Folding Landscape of Horse
Heart Cytochrome ¢”. W: Biophysical Journal 85.5 (list. 2003), s. 2865-2871. 1SSN:
00063495. pOI: 10.1016/S0006-3495(03) 74709-2. URL: https://linkinghub.

elsevier.com/retrieve/pii/S0006349503747092 (term. wiz. 02.10.2022).

[56] P. Raczynski, K. Gérny, P. Beldowski, S. Yuvan, B. Marciniak i Z. Dendzik. “Steered
Molecular Dynamics of Lipid Membrane Indentation by Carbon and Silicon-Carbide
Nanotubes—The Impact of Indenting Angle Uncertainty”. W: Sensors 21.21 (22 paz.
2021), s. 7011. 18sN: 1424-8220. DOIL: 10.3390/s21217011. URL: https://www.mdpi.

com/1424-8220/21/21/7011 (term. wiz. 22.02.2023).

80

80:1127577281


https://doi.org/10.1016/0021-9991(75)90042-X
https://doi.org/10.1016/0021-9991(75)90042-X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/002199917590042X
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/002199917590042X
https://doi.org/10.1063/1.445869
http://aip.scitation.org/doi/10.1063/1.445869
http://aip.scitation.org/doi/10.1063/1.445869
https://doi.org/10.1016/0009-2614(84)80098-6
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0009261484800986
https://doi.org/10.1006/jcph.1999.6201
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021999199962010
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0021999199962010
https://doi.org/10.1016/S0006-3495(03)74709-2
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349503747092
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0006349503747092
https://doi.org/10.3390/s21217011
https://www.mdpi.com/1424-8220/21/21/7011
https://www.mdpi.com/1424-8220/21/21/7011

Conclusion

[57] P. Raczynski, K. Gorny, P. Beldowski, S. Yuvan i Z. Dendzik. “Application of Gra-
phene as a Nanoindenter Interacting with Phospholipid Membranes—Computer Si-
mulation Study”. W: The Journal of Physical Chemistry B 124.30 (30 lip. 2020),
s. 6592-6602. 1sSSN: 1520-6106, 1520-5207. DOI: 10.1021/acs. jpcb.0c02319. URL:

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs. jpcb.0c02319 (term. wiz. 22.02.2023).

81

81:6955488372


https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.0c02319
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jpcb.0c02319

Spis rysunkow

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

3.1

3.2

3.3

3.4

Wzér chemiczny i schemat struktury przestrzennej fosfolipidu. Zré-

dto: Englishsquare.pl Sp. z o.0., licencja: CC BY-SA 3.0. .. ... ..
Rdzen steroidowy. . . . .. ...
Cholesterol. . . . . . . . .. .

Budowa kompleksu lipoproteinowego transportowanego w osoczu.
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