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Molekularn¢ dynamické simulace molekul na modelech bunécnych membran jsou
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metabolity na modelech dvou bunénych membran — dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC) a
palmitoyloleoylfosfatidylglycerolu (POPG). Substraty jsou v membranach obvykle umistény
hloubé&ji nez prislusné metabolity. Rozdilné umisténi molekul na membranach mize
ovliviiovat substratovou specifitu CYP. Lisi se také vlastnosti obou membran. Sttedem POPG
membrany molekuly obecné hiife prostupuji. Tyto rozdily se mohou odrazet v rozdilnych
penetra¢nich vlastnostech latek pres rizné typy membran.

Dale jsme analyzovali profil volné energie kumarinu na membran¢ DOPC a to pomoci
nékolika nezavislych volnych simulaci (o celkové délce 3 ps) a také fizenych simulaci —
jmenovité umbrella sampling a metody z-constraint. Pomoci téchto dvou metod byly
analyzovany dva sety startovnich struktur — jeden ziskany tazenim molekuly do membrany
(pulling) a druhy ziskany volnou simulaci. Startovni struktury ziskané pullingem vedou
k deformacim membrany a vy$§i hydrataci kumarinu. Profil volné energie tak obsahuje
artificialni minimum a energeticka bariéra mezi prostfedim vody a lipidl je vyrazné snizena
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volby setu parcialnich naboji. Zavérem je navrZen co nejvyhodnéjsi simulaéni protokol, ktery
pouziva co nejvice volné simulace (v pripadé potieby nasledovany pomalym pullingem),
metodu z-constraint jako vyhodnéjsi formu fizenych simulaci a naboje RESP.
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1. Teoreticky uvod

Prichod biologicky aktivnich latek membranami je jednim zkliCovych déju pfti
vstiebavani téchto latek vtéle. Pfi detailni znalosti, jak jednotlivé latky pronikaji pies
membrany, by bylo mozné predvidat zpisob jejich transportu pies tyto membrany, a tim
1 zpuisob jejich vstiebavani v organismu. Pasivni transport latek pfes membrany je pak pfimo
zavisly na permeacénich vlastnostech dané membrany, zatimco aktivni transport se
uskuteGfiuje pomoci membranovych proteint, piipadnd prostiednictvim endocytozy.!
Pocitacové simulace nam umoziuji studovat tyto déje dynamicky v atomarnim rozliSeni, ¢imz
poskytuji chybéjici detaily, které je velmi obtizné, ne-li v soucasnosti nemozné, ziskat
experimentalng.

1.1 Bunééné membrany
Membrany v lidském téle (a télech organismt vibec) slouzi k oddé€leni prostiedi
s riznym slozenim. Naptiklad oddé€luji vnitini prostiedi bunky od mezibunééného prostoru
nebo od vnitfnich prosttedi bunéénych organel.”® Membrany jsou vrstvy sloZzené z proteinii
a lipida, pri¢emz hmotnostni zastoupeni proteini se pohybuje mezi 25 a 75 %.* Zbytek hmoty
membrany tvofi lipidy nejcastéji usporadané do tzv. lipidové dvojvrstvy (viz Obrazek 1).

Popis chovani biologickych membran je mozny na zakladé mozaikového modelu,’
ktery nahradil pfedchozi sendvicovy model.® Sendviovy model popisoval membranu jako
vrstvu lipidii ohrani¢enou z obou stran proteiny. Mozaikovy model popisuje membranu jako
dvoudimenzionalni tekutinu tvofenou lipidovou dvojvrstvou, v niz se vyskytuji membranové
proteiny (viz Obrazek 1).

Obrazek 1 Mozaikovy model (fluid mozaic model) popisuje bunécnou membranu (oranzova) jako lipidovou
dvojvrstvu, v niz jsou zanoreny membranové proteiny (zelend). Lipidy i proteiny se mohou
v dvojvrstvé lateralné pohybovat a rotovat, pripadné provadet dalsi pohyby (Cervend). Na
cytosolické strané membrany (Zluta) se vyskytuji glykolipidy a glykoproteiny jako signalni
molekuly (fialovd). Obrizek prevzat’ a upraven.



Membréanové proteiny mohou lipidovou dvojvrstvou bud’ prochdzet na druhou stranu
(integralni),’ nebo jsou v ni pouze asteénd zanotrené (periferni), nebo se také mohou vazat na
membranu pies dal$i protein. Lipidy a proteiny se mohou lateralné (v ramci jedné vrstvy
membrany, tzv. leafletu) voln€é pohybovat, ovSem jsou v této pruzné vrstvé pomérné silné
drzeny — obé monovrstvy membrany se tudiz v laterdlnim sméru chovaji jako pomérné
samostatné jednomolekulové vrstvy tekutiny, v nichz je tok latek vzajemné do zna¢né miry
nezavisly.® Pohyb molekul lipidd je v ramci jedné monovrstvy pomémé rychly (molekula
lipidu ob&hne membranu buiiky za asi 1 s).® Energeticky velmi nevyhodny je pienos lipidti do
druhé monovrstvy nebo opusSténi membrany. Vysledné vlastnosti membran jsou vyrazné
zavislé na jejich sloZeni, které je velmi variabilni, odliSné pro rizné organy, organely
1jednotlivé strany membran.

V nésledujicich kapitoldch se zamétime na jednotlivé sloZky membrany a jejich
specifické vlastnosti a funkce.

1.1.1 Lipidy
Lipidové dvojvrstvy jsou hlavnim stavebnim kamenem bunéénych membran. Lipidy
maji v télech organismii obecné tii ukoly: Jsou vyhodnou zasobarnou energie, tvoii bunééné
membrany a Glastni se signalnich arozpoznavacich mechanismi vtéle.” Lipidy jsou
syntetizovany hlavné v endoplasmatickém retikulu, Golgiho aparatu a mitochondriich’ a jsou
poté distribuovany do ostatnich membran v téle.

Z molekularniho hlediska jsou lipidy amfifilni molekuly sestavajici se z hydrofilni
a hydrofobni ¢asti - polarni ,,hlavy* a nepolarniho ,,ocasu®. Jako vétSina ostatnich amfifilnich
molekul, 1lipidy tvofi ve vodném prostiedi agregaty rtiznych tvarii, jako jsou micely,
lipozomy nebo dvojvrstvy tak, aby byla minimalizovana sty¢nd plocha mezi vodou
a hydrofobnimi ¢astmi molekul. Tvar téchto agregatii zavisi na poméru povrchu polarni hlavy,
objemu a délky nepoladrniho téla ana koncentraci amfifilni latky vroztoku. Vlivem
nekovalentnich interakei preferuji membranotvorné lipidy uspotddani do dvojvrstvy, ktera se
posléze sama slozi do vrstvy obklopujici buiiku €1 organelu - membrany. Nékteré lipidy jako
napf. cholesterol tvoii dvojvrstvy pouze ve smésich s ostatnimi lipidy.” PiestoZe uspofadani
lipida do lipidové dvojvrstvy vyrazné snizi entropii systému, je toto uspoiadani energeticky
nejvyhodnéjsi, jelikoz se tim minimalizuji interakce mezi vodnim prostifedim a hydrofobnimi
c¢astmi lipidi. Vytvofeni okraje membrany je energeticky naro¢né, atak jsou membrany
schopné samoopravnych procesi.” Piipadnou trhlinu ve svém povrchu dokaZi zacelit a tim
opét minimalizovat interakce mezi nepolarnim jddrem membrany a vodnim prostiedim.

1.1.1.1 Struktura a druhy lipidi

V télech organismii se nachazi n&kolik tisic druhd lipida.’® Malymi zménami
ve sloZeni svych membran jsou organismy schopné ptizplisobovat vlastnosti téchto membran,
a tim 1 zvySovat Sanci na své preziti. Nejvyznamnéji zastoupenymi lipidy v membranach jsou
glycerofosfolipidy (viz Obrazek 2). V membrané se Casto vyskytuji i steroly (v ZivociSnych
buiikach cholesterol a v rostlinnych buiikach ergosterol nebo sitosterol)® a sfingolipidy.
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Obrazek 2 Jednotlivée lipidy se skladaji z nekolika na sobé nezavislych casti. Glycerofosfolipidy maji dva
nepolarni acylove retézce spojené glycerolem, na néj se vaze fosfat a pripadné dalsi polarni
skupiny. Sfingolipidy jsou tvoreny sfingosinem, na ktery se amidovou vazbou vaze dalsi retézec
(pak se lipid nazyva ceramid), a dalsimi polarnimi skupinami.

Glycerofosfolipidy se skladaji zpolarni hlavy obsahujici fosfatovou skupinu
a glycerol a nepolarniho ocasu, ktery se skladd ze dvou nepoldrnich acylovych fetézcu.
Acylové zbytky jsou esterovou vazbou napojeny na glycerol, ktery se vdze na fosfatovou
skupinu. Fosfatidova kyselina je nejjednodussim piikladem glycerofosfolipidi. Na fosfatovou
skupinu se muze vazat dalSi polarni skupina (v zavorkach typické zkratky typii vytvaienych
glycerofosfolipidil) — napt. cholin (PC), serin (PS), glycerol (PG), etanolamin (PE), inositol
(PI). Tyto skupiny se 1i§i svym nabojem, ¢imZ ovliviiuji polaritu povrchu membrany, a také
svym objemem, ktery ovliviluje tvar membrany.

Acylové zbytky obsahuji obvykle jeden nasyceny a jeden nenasyceny uhlovodikovy
tetézec. Pochdzeji z mastnych kyselin, které se li§i dle délky a stupné nenasycenosti. PouZziva
se také lipidova notace dle poctu uhlikli a poctu nenasycenych vazeb — napt. C18:1 odpovida
kyselin¢ olejoveé, ktera ma 18 uhliki a jednu dvojnou vazbu. Mastné kyseliny v lipidech
obvykle obsahuji 14 az 24 uhlikovych atomd,” nenasycené kyseliny obsahuji cis-dvojné
vazby, ¢imZ se naruSuje piimost fetézce. NejcastéjSimi zastupci jsou (v zavorkach uzivané
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zkratky a délka) napt. nasycené kyseliny laurova (L, C12:0), myristova (M, C14:0), palmitova
(P, C16:0), nebo stearova (S, C18:0) nebo mononenasycené¢ olejové (O, C18:1), nebo
vicenenasycené linolové (LO, C18:2). Délka acylového fetézce a jeho nasycenost jsou posléze
klicovymi faktory pro ur¢ovani mechanickych vlastnosti membrany.

Sfingolipidy'' jsou strukturnd zalozené na sfingosinu.'” Lipid tvofeny acylovym
fetézcem napojenym amidovou vazbou na sfingosin se nazyva ceramid (Obrazek 2).
Ceramidové fetézce jsou obvykle nasycené nebo trans-nenasycené’ a tvofi zaklad membrany
vn&jsi vrstvy pokozky stratum corneum. Na polarni ast sfingosinu se mohou vézat dali
polarni skupiny — fosfocholinovou skupinu obsahuji sfingomyeliny,'? glykolipidy se
vyznacuji sacharidovou skupinou — od jednoduchych cukernych zbytki az po rozvétvené
oligosacharidy.'? Glykosfingolipidy slouZi na povrchu plasmatické membrany jako signalni
molekuly.

HO Polarni skupina

o | Cyklicka rigidni
planarni struktura

C

Obrazek 3 Flip-flop cholesterolu v lipidové membrané."® V membrandch obsahujicich vicenenasycené
mastné kyseliny je casto ve stredu membrany orientovdan rovnobézné s jejim povrchem (A),
v membrandch obsahujicich prevazné nasycené kyseliny je orientovan rovnobézné s ostatnimi
lipidy (B). Struktura cholesterolu (C) ukazuje malou poldarni skupinu, rigidni strukturu
sterolovych kruhii a nepoldarni flexibilni uhlovodikovy retézec.

Steroly jsou mezi lipidy zvlaStni kapitolou. V ZivoCiSnych buiikdch se vyskytuje
cholesterol, ktery je takika planarni, sloZeny ze Ctyf uhlikatych cykld, postrannich
uhlovodikovych fetézcti a hydroxylové skupiny (Obrazek 3).'* Zatimco se ostatni lipidy
v membran¢ orientuji tak, aby byla jejich polarni hlava v kontaktu s vodnim prostiedim
a ostatnimi poladrnimi hlavami, cholesterol mize zaujimat dvé rizné pozice. V membranach
obsahujicich nasycené fetézce mastnych kyselin (napt. dimyristoylfosfatidylcholin DMPC) je
jeho polarni ¢ast (hydroxylové skupina) orientovana stejné jako ostatni lipidy, v membranach
obsahujicich vicenenasycené¢ mastné kyseliny (PUFA) s malym obsahem mononenasycenych
mastnych kyselin (napf. palmitoyloleoylfosfatidylcholin POPC) lezi cholesterol rovnobézné
s povrchem membrany v jejim stfedu mezi lipidovymi vrstvami (viz Obrazek 3).'° Stiidani
téchto dvou poloh se nazyva flip-flop a jeho frekvence je zdvisla na stupni nenasycenosti
acyli mastnych kyselin."” ZvySovani frekvence flip-flopu pii zvySovani nenasycenosti lipida
je povazovano za souéast signalnich mechanisma butiky. "

JelikoZ je polarni hlava sterolli v porovnéni s nepolarnim télem velmi mald, netvoii
samy o sob& lipidové dvojvrstvy. Cholesterol je dobfe misitelny s lipidy a tato misitelnost
zavisi také na fazovém stavu (fluid state) membrany — zvySuje se s nenasycenosti acylovych
Y v o 9
retezeu.



1.1.1.2 Struktura lipidové dvojvrstvy

Lipidova membrana je velmi heterogennim prosttedim. Pro popis struktury vlastnosti
lipidovych membran se Casto pouziva model ¢tyi oblasti lipidové dvojvrstvy (four region
model) zavedeny Marrinkem a Berendsenem'® (pfipadné podobné modely Nealav'’ nebo
Orsiho'®). V této praci bude nadale pouzivan Marrinkiv model &tyt oblasti, ktery popisuje na
zaklad¢é fyzikalné-chemickych vlastnosti a hustoty lipidi ¢tyii oblasti podél osy kolmé na
membranu, postupujeme z vodného prostiedi smérem ke stfedu membrany (viz Obrazek 4):
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Obrazek 4 Struktura membrany DOPC (nahore) a POPG (dole) s ukdzanymi hranicemi jednotlivych
oblasti podle modelu ctyr oblasti. Vievo: Struktura modelu membran, kysliky jsou zobrazené
Cervené, vodiky bile, lipidové uhlovodikové retézce svétle modre, fosfory jsou olivové, dusiky
tmavé modré a glycerolové uhliky (na membrané POPG) oranzové. Vpravo: Hustotni profily
Jjednotlivych skupin v membrandch.

1) Oblast nizké hustoty polarnich hlav (low head group density — region 1) je polarni
oblasti s podobnymi podminkami jako se nachéazeji ve vodé. Konci tam, kde je hustota
polarnich hlav a vody piiblizné stejna.

2) Oblast vysoké hustoty polarnich hlav (high head group density — region 2) se rozklada
mezi regionem 1 a mistem, kde hmotnostni zastoupeni vody klesa pod 1 % a mizi
voda jako oblast (jsou zde pouze samostatné molekuly vody). Polarni molekuly
zhstavaji v tomto regionu, jelikoZ je zde drzi silné elektrostatické interakce.'”*

3) Oblast vysoké hustoty acylovych fetézct (high density of acyl chains — region 3) je
hydrofobni a obsahuje dvojné vazby nenasycenych fetézca.

4) Oblast nizké hustoty acylovych fetézci (low density of acyl chains — region 4) se
rozklada ve stifedu membrany a sklada se hlavné z metylovych koncovych skupin.
Celkova hustota hmoty je zde nizs§i nez v jinych oblastech membrany, tudiz je pohyb
molekul obvykle rychlejsi. Tyto dvé hydrofobni oblasti (oblast 3 a4) tvofi hlavni
bariéru pro piechod nizkomolekularnich molekul podobnych typickym lé¢iviim, které
jsou obvykle rozpustné ve vodném prostedi.'**



1.1.1.3 Biosyntéza lipidi

V butice jsou lipidy syntetizovany pievazné v endoplasmatickém retikulu,? ale cela
fada dalSich potiebnych déji probiha v ostatnich organelach (napt. v mitochondriich probihé
dekarboxylace fosfatidylserinu na fosfatidyletanolamin). Lipidy se lateralné volné a rychle
pohybuji, avSak pifenos lipidli pfes cytosol mezi jednotlivymi membranami jiz neni tak
jednoduchy. Rovnovazné transporty (jejichz vysledkem je smés lipidi se stejnym sloZzenim
jako vychozi membrdna) mohou vychazet z tvorby liposomi, ovSem specifické slozeni kazdé
membrany je dosazeno pomoci proteinti - transportéra.”’

1.1.2 SloZeni bunéénych membran
Ptestoze je slozeni biologickych membran velmi pestré, je mozné jej popisovat
ve zjednodusené podobé. Pii takovém popisu zanedbame vliv délky a nasycenosti acylovych
zbytk lipidl a popiSeme sloZzeni membran na zaklad¢ lipidovych typ — pouze podle sloZeni
polarnich hlav.

Membrany sav€ich bunc¢k se skladaji hlavné ze ctyr typt glycerofosfolipidi —
fosfatidylcholinu (PC, pfiblizné 50 % obsahu), fosfatidyletanolaminu (PE, 10 %), fosfatidyl-
serinu (PS, 5 %), fosfatidylinositolu (PI, 1 %), dale pak sfingolipidt (SL, 10 %) a cholesterolu
(Chol, 10 %)** (viz Tabulka 1). Toto sloZeni se oviem vyrazn& li§i v zavislosti na typu
membrany a dokonce i na jednotlivych stranach membrany.

Tabulka 1 — Hmotnosti zastoupeni jednotlivych lipidii v membrdndch savéich bunék. Tabulka prevzata z Ref. *

Hmotnostni zastoupeni lipidt (%)
Plasmatickd membrana
Jatra Cervené krvinky | Endoplasmatické Mitochondrie
retikulum

Cholesterol 17 23 6 3
Fosfatidyletanolamin 7 18 17 25
Fosfatidylserin 4 7 5 2
Fosfatidylcholin 24 17 40 39
Sfingomyelin 19 18 5 0
Glykolipidy 7 3 Stopové mnoZstvi | Stopové mnoZstvi
Ostatni 22 13 27 21

V plasmatické membrané je na cytosolické strané¢ nadbytek glycerofosfolipidii
s negativnim nabojem (jako jsou fosfatidylserin, fosfatidyletanolamin, fosfatidylinositol
a kyselina fosfatidovd) a na vn&jsi stran¢ membrany je nadbytek lipidi s cholinovou skupinou
(fosfatidylcholinu, sfingomyelinu) a glykosfingolipida (viz Obrazke 5). Jestlize je zastoupeni
jednotlivych lipidl na strandch membrany rozdilné, je tento rozdil extrémni hlavné v ptipadé
glykolipida, které tvofi asi 5 % vn¢j$i strany plasmatické membrany, ale na jeji cytosolické
stran¢ se prakticky nevyskytuji. V pfipadé¢ membrany endoplasmatického retikula je jeji
asymetrické slozeni také uvazovano,” oviem objevuji se istudie, které membranu ER

v o er : 21,22
povazuji za symetrickou.”
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Obrazek 5 Asymetricke slozeni plasmatické membrany. Na cytosolické strane membrany je prebytek lipidit
s negativnim nabojem, na vnéjsi strane membrany je nadbytek sfingolipidii a lipidit s cholinovou
skupinou. Obrdzek prevzat z Ref.”

1.1.3 Fyzikalné chemické vlastnosti membran

Biologické membrany nejsou ve skutecnosti tvofeny jen lipidovou dvojvrstvou, ale
smési proteinil a lipidd. Vysledné vlastnosti membran jsou tedy ovlivnény mnoha faktory.
I kdybychom zanedbali vliv proteinti, stile je obtizné rozliSit a pojmenovat vliv jednotlivych
lipidd. Lipidové membrany se vyznacuji velmi variabilnim fdzovym chovanim. Mohou
zastavat faze pevné (tzv. solid-like) 1 kapalné — uspotadané (liquid ordered) a neuspotadané
(liquid disordered).” Teplota fazového prechodu mezi pevnou a kapalnou fazi je jednou
z dulezitych vlastnosti membran a je zavisla na slozeni lipidd. Na smésné membrané se
mohou jednotlivé faze dokonce stiidat napf. ve formé tzv. lipidovych rafta (lipid rafts)."
Lipidové rafty jsou shluky lipidl se zvySenym zastoupenim cholesterolu, sfingomyelinu
a lipidti s dlouhymi nasycenymi fetézci. Takoveé smési lipidi jsou lokaln¢ v kapalné
uspotadané fazi'' atimto uspofadanim a daliimi vlastnostmi (napf. tloustkou) poskytuji
vhodné podminky membranovym proteiniim.

Fazové chovani je primarné ovlivnéno slozenim acylovych fetézct v lipidech. Za
fyziologickych teplot jsou pevné faze tvofeny hlavné sfingomyeliny a jinymi lipidy
s dlouhymi nasycenymi fetézci, jejichz smési maji vysokou teplotu fazového ptechodu.
Naopak kapalné faze jsou vétSinou tvoteny lipidy s krat§imi nenasycenymi fetézci — typicky
glycerofosfolipidy. Cis-dvojné vazby zplsobuji, ze je energeticky ndrocnéjsi usporadat
lipidové ftetézce do pravidelné miizky, ohyby v fetézci mastné kyseliny snizuji hustotu
membrany a zvySuji plochu povrchu potfebnou pro jeden lipid (tzv. area per lipid).*>
Uspotadané kapalné faze se tvoii obvykle ve smésich se steroly. Vyznacuji se sice vyraznou
pravidelnosti, ale zaroven se lipidy v této fazi rychle a voln€ pohybuji. Neuspotadané kapalné
faze se také cCasto tvofi ve smésich cholesterolu a fosfatidylcholind a vyskytuji se
v membranach spoleéné s uspofddanymi kapalnymi fazemi. Diky tomu, Ze vlastnosti
membrany jsou pii danych podminkach zavislé na jejim sloZeni, jsou malé organismy
schopné adaptace na rGzné teploty, nebot’ napt. pfi nizSich teplotdch zacnou syntetizovat
lipidy s dvojnymi vazbami, a tak si udrzi své membrany stale elastické a funk&ni.”
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Vyznamny vliv na fyzikaln€ chemické vlastnosti membran ma cholesterol. Prestoze
je povazovan za jednoho zplvodci srdeCnich akoronarnich onemocnéni, je pro télo
nezbytny, nebot’ ovlivituje fluiditu membran. Hraje velmi vyznamnou ulohu pfi separovani
fazi v membranach a tvorbé lipidovych raftl, ¢imz zifejmé ovliviuje 1 funkce membranovych
proteinii. Cholesterol ma vyssi afinitu k nasycenym a dlouhym fetézclim, ¢imz pomaha tyto
lipidy shlukovat atak tvofit lipidové rafty.!" Pitomnost cholesterolu také zvysuje rigiditu
nékolika prvnich uhlikovych atomt v acylovém zbytku lipidt,** atim snizuje elasticitu
membrany a zvy$uje jeji celkovou stabilitu.** Fozova zména v &isté fosfolipidové membrang
je obvykle ostra, ovSem pii ptfidani cholesterolu se vlastnosti membrany méni pozvolnéji

, . S v ’ . , 11
a membrana si uchovava nékteré vlastnosti obou fazi.



1.2 Metabolismus latek v téle

Latky télu cizi (tzv. xenobiotika) jsou v télech organismi metabolizovany riznymi
vice ¢1 mén¢ slozitymi drahami. Pro popis jednotlivych fazi tohoto kolobéhu je mozné pouzit
model ADME — rozdéleni jednotlivych déji na Absorpci, Distribuci, Metabolismus a Exkreci.

1.2.1 Absorpce
Absorpci latek se mysli déje mezi ptijetim latky a jejich vstfebanim do krevniho
feciste. Do lidského téla se mohou xenobiotika dostat riiznymi cestami — oralné (Usty: tablety,
kapky), topicky (klzi: masti), injekénég, inhalacné atp.

e Oralni podavani je pro piijemce latky nejjednodussi, podavana latka ovSem piechazi
pies nékolik biologickych bariér. K vyjadieni, které latky mohou projit pfes tyto
bariéry se pouziva Lipinského pravidlo péti.”>?*® To ¥ik4, e oralng podavany 1ék nema
vice nez 5 donorii vodikovych vazeb, nema vice nez 10 akceptorii vodikovych vazeb,
ma men$i moladrni hmotnost nez 500 Da a logP (P — particni koeficient na rozhrani
oktanol/voda) neni vétsi nez 5.%° Latky piijimané oralnd musi byt uzptsobené
prostiedi v zazivacim traktu (tj. v zazivacim traktu se zaCnou metabolizovat Zadoucim
zpusobem nebo alespoii vydrzi nezménéné).

e Topické podani latky je také pro uzivatele vyhodné a pohodlné, je vhodné ipro
pacienty, ktefi nemohou oraln¢ piijimat léky (v bezvédomi, zvracejici, nemoznost
vstiebavani skrze zazivaci trakt, apod.). U¢inné latky zde neprochdzi zaZivacim
traktem, nedochazi u nich tedy k degradaci vlivem gastrointestinilniho prostiedi.*’
Latky ovSem musi pfekonat koZni bariéru — obzvlasté dilezité a obtizné je piekondni
jeji svrchni vrstvy stratum corneum, kteréd slouzi jako hlavni ochrana téla pred latkami
z vn&jsiho prostiedi®® Ackoliv miize byt obtizné stanovit skute¢né podanou davku
I€ku, je mozné vyuzivat pokozky jako rezervoaru léki s kratkym metabolickym
polocasem.”’

e Latky podavané injekéné vstupuji ptimo do krevniho fecisté (intraven6zné) nebo do
svalu (intramuskularn¢) ¢i pod kiizi (subkutalng).

e Ostatni formy podavani leki zahrnuji obvykle aplikaci pfimo v misté piisobeni (o¢ni
kapky, inhala¢ni spreje ...).

Tyto rizné zpusoby podavani latek se liSi nejenom svou formou, ale také naslednym
zpusobem a rychlosti kolob&hu v téle.

1.2.2 Distribuce
Jakmile se xenobiotika dostanou do krevniho fecisté, jsou krvi dopravovany do mist
jejich metabolické pfemény — do vhodného orgéanu, buniky a jeji organely. Latky v této fazi
zpracovani prekondvaji rlizné ptfirozené¢ bariéry — bunééné membrany, hematoencefalicka
bariéra (blood-brain barrier), apod.,” teprve po jejich prekonani se obvykle dostanou ke
skute¢nému mistu jejich u€inku, nebo metabolické ptemény. Pfes bunééné membrany latky



ptechazeji bud’ pasivni permeaci (bez nutnosti dodani energie), nebo aktivnim transportem
(obvykle za pomoci membranovych proteint).

1.2.3 Metabolismus

Pfeména latek na jiné zaCina v nékterych piipadech ihned poté, co latky vstoupi do
téla (napf. cukry se zaCinaji rozkladat jiz v ustni dutin€). Centrem metabolismu mnoha
nizkomolekularnich latek jsou jatra. Z enzymi, které se metabolismu ucastni je dilezité se
zminit ptedev§im o jaternich cytochromech P450 (CYP). Vzniklé metabolity pak mivaji jiné
chemické vlastnosti a biologické ucinky nez plvodni latky, nékteré svou metabolickou
preménou ztraci na G¢innosti, jiné metabolity jsou naopak u¢innéjsi nez puvodni latky (napf.
otrava metanolem je ve skute¢nosti otrava jeho metabolitem — formaldehydem).

1.2.3.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemové proteiny, které se vyskytuji pravdépodobné ve
viech Zivych organismech na zemi.”® Prestoze se CYP vyskytuji mezi viemi fisemi v mnoha
rtiznych typech, maji vSechny tyto enzymy podobnou strukturu. Navzajem se vyrazné liSi
sekvenci, ovSem jejich sekundarni a terciarni struktura je velmi konzervovana (Obrazek 6).
Jejich nazev je odvozen z absorp¢niho spektra, ve kterém mé Soretiiv pas CYP maximum
absorbance pii450 nm.”° V lidském organismu se piedpoklada piitomnost asi 60 druht
CYP,” které jsou zodpovédné za vétsinu metabolismu nizkomolekularnich latek. Nalézaji se
v raznych tkénich, od jater a ledvin, jakozto hlavnich center metabolismu xenobiotik, az po
srdce, plice ¢i mozek. Sav¢i jaterni CYP jsou zanofené do membrany svym N-termindlnim
koncem,’' ktery slouzi jako membranova kotva. Pievazn& se vyskytuji na cytosolické
strand membrany endoplasmatického retikula nebo v mitochondriich.®® P¥i porovnavani
riznych krystalovych struktur stejnych CYP ¢i jejich pozorovani v molekularni dynamice se
v jejich struktufe objevuji vstupni a vystupni tunely vedouci k aktivnimu mistu zanofenému
hluboko ve struktufe CYP. Témito tunely do enzymu vstupuje substrat a vystupuje
metabolit.*>

Soucasnou hypotézou je, ze poloha vstupii do téchto tuneli v membrané muze
ledacos napovédét o substratech daného CYP,*' jelikoz je mozné identifikovat rovnovazné
pozice latek v membranach a ty poté porovnat se vstupnimi a vystupnimi misty z tuneld.

Pro studium metabolismu latek je tudiZ zdsadni znalost plasmatické membrany,
kterou latka ptekonava pti vstupu do buiikky a membran jejich vnitinich organel dilezitych pro
metabolismus — endoplasmatického retikula a mitochondrii. Tyto tfi membrany obsahuji
vyznamné  zastoupeni fosfatidylcholini  a fosfatidyletanolaminu, dale cholesterol,
sfingomyelin (obzvlasté v plasmatické membran¢) a fosfatidylserin (viz Tabulka 1).
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Obrazek 6 Cytochrom P450 2C9 a jeho sekundarni struktura (zelené) je uchycen membranovou kotvou
(oranzové) do membrany DOPC (Sedé). Ibuprofen (Cerny) je umistén v membrané hloubéji nez
3-hydroxyibuprofen (Sedy), coz odpovida poloham vstupnich a vystupnich tunelii (Cervend,
fialova, modra). Fosfory DOPC jsou vyznaceny jako oranZové koule, voda neni pro
prehlednost znazornéna. Obrazek pochazi z pripravované publikace.

1.2.4 Exkrece, vylu¢ovani
Pro zachovani rovnovahy latek v organismu je nutné, aby byly latky i jejich metabolity z téla
vylucovany. Tento d€j je zavisly hlavné na funkci ledvin, jelikoZ vétSina latek je vylucovana
moci.

1.3 Substraty

Pro otestovani hypotézy o souvislosti polohy vstupi do tuneld CYP a rovnovazné
polohy substrati byly vybrany typické substraty jednotlivych cytochromii P450. Studovany
byly molekuly kofeinu (substrat CYP1A2),” chlorzoxazonu (CYP2E1), kumarinu (CYP2AG6)
a ibuprofenu (CYP2C9) a jejich metabolity paraxantin, 6-hydroxychlorzoxazon, 7-hydroxy-
kumarin a 3-hydroxyibuprofen (Obrazek 7).

Kofein (1,3,7-trimethyl-1H-purin-2,6(3H,7H)-dion) je stimulujici alkaloid.
Vyskytuje se v semenech, listech a plodech nékterych rostlin, jako je kavovnik ¢i ¢ajovnik,
nebo kolové ofisky. Také je pfitomen v ostatnich rostlindch, kde plsobi jako pfirozeny
paralyzujici pesticid. Zndmé jsou jeho u¢inky na centrdlni nervovy systém, oddaluje ospalost
azvySuje pozornost. Preddvkovani kofeinem se projevuje mnoha piiznaky, pocinaje
nervozitou, pies svalovy tfes, az po zrychlené buseni srdce. V lidském téle je metabolizovan
demetylaci na CYP1A2 na paraxantin, theobromin anebo theofylin.

Chlorzoxazon (5-chloro-3H-benzooxazol-2-on) je pouzivan jako svalovy relaxant
k 1é€bé kieci a s nimi souvisejicich bolesti. Pfi t€chto potizich pomaha tak, Ze tlumi reflexy
v miSe, na svaly ma tedy pravdépodobné pouze nepiimé tcinky. Ma také celkové sedativni
ucinky, ptipadné¢ mize plisobit nevolnost. V téle je metabolizovan na CYP2E1 na 6-hydroxy-
chlorzoxazon.
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Kumarin (1,2-benzopyron) je strukturnim zakladem nékterych protisrazlivych leki
(napt. warfarinu) nebo antispasmodik (hymecromonu). Vyskytuje se napt. ve vanilkové trave,
skoficovniku ¢inském ¢i svizeli vonném. Do lidského téla se dostdva se stravou nebo také
kozni absorpci z parfémi. Je metabolizovan (mimo jiné) na CYP2A6 na 7-hydroxykumarin.*®

Ibuprofen  ((RS)-2-(4-(2-methylpropyl)fenyl)propanovd  kyselina) je zndma
zpusobovat nevolnost, zazivaci potize ¢i1 zvySovat hladinu jaternich enzymu. V naSich
podminkach je hojné vyuzivan pievazné pro své analgetické ucinky. V lidském téle je
metabolizovan na CYP2C9 na 3-hydroxyibuprofen. Jak ibuprofen, tak jeho metabolit se
mohou vyskytovat v nabité i nenabité¢ formé¢, ve fyziologickych podminkach pfevazuje nabita
podoba.

| y |
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Obrazek 7 Struktury jednotlivych substratii (nahore) a jejich metabolitit (dole).

1.4 Pocitacové simulace

Pocitacové simulace molekularnich systémii nam umoziuji pfimo nahlizet do
biologickych déji na atomdrni urovni. Pti pocitacovych simulacich pohybti atomti a molekul
vyuzivame obvykle znalosti klasické, ptipadné i1 kvantové mechaniky. Kompletni informaci
o pohybu a vzajemnych interakcich atomti jsme teoreticky schopni ziskat pouze pomoci
kvantové mechaniky, ktera je ovSem natolik vypocetné ndrocnd, ze ji miZeme popisovat
pouze malé a ,lehké” systémy (systémy obsahujici pouze leh¢i atomy). Proto pro popis
pohybu atomli ve vétSich systémech pouzivame klasickou mechaniku a tzv. molekulovou
mechaniku.

1.4.1 Molekulova mechanika
Molekulova mechanika (MM) popisuje potencialni energii atomi v systému jako
funkci polohy téchto atomii. Pfi znalosti rovnovazné geometrie a vazebnych a nevazebnych
parametra (viz dale silové pole), mizeme spocitat potencialni energii doty¢ného uspotadani.

1.4.1.1 Silové pole

Silové pole, ve kterém pracuje molekulovd mechanika, je souhrn parametri pro
vypocet potencialni energie, které lze rozdélit na vazebné (silové konstanty vazeb, vazebnych
uhlii a dihedrdlnich Ghli) a nevazebné parametry (Lennard — Jonestv potencial pro popis
disperznich a repulznich interakci) a parcialni ndboje pro vypocet elektrostatické interakce).
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Pro vypocet pomoci MM je tieba znat konstanty silového pole pro kazdy simulovany
atom v systému. Tyto konstanty jsou zadavany v tzv. topologii - souborem konstant silového
pole pro danou molekulu. VSechny molekuly jedné latky se stejnou topologii maji v potom
systému stejné vlastnosti (s vyjimkou polarizovatelnych silovych poli, které okoli molekuly
zohlediuji). I pfes toto zjednodusSeni stale zlistava velké mnoZstvi konstant, které je tieba
stanovit. Z topologie kazdé¢ molekuly je mozné vycist jeji rovnovaznou geometrii a informace
o vazbach vyskytujicich se v ni. Pro popis nevazebnych interakci je potfeba znat mimo jiné
parametry pro Lennard-Jonesovy potencidly, které by ovSem bylo tfeba stanovit pro kazdou
moznou interakci mezi dvéma atomy v systému. Z tohoho diivodu zavadime tzv. atomové
typy (atom types). Atomovym typem se mysli atom surcitymi vlastnostmi — stupen
degenerace, nejblizsi okoli apod. Napt. skupina CH, v alkanech bude mit stejné parametry
v butanu i pentanu, piestoze by se peclivymi kvantové-chemickymi vypocty pravdépodobné
doslo k mirn€ rozdilnym vysledkiim. Tento rozdil je ovSem tak maly, Ze vydané usili na
zjisténi pifesnéjSich parametri nema vétSinou adekvatni duasledky, atak jsou Lennard-
Jonesovy interakce popisovany obecnéji, jako napf. ,,interakce mezi skupinou CH; v alkanech
a nitrilovym dusikem.

Kromé vyuziti atomovych typl,, umoziiuji silova pole néktera dalsi zjednodusSeni.
Existuji takova silova pole, kterd berou v uvahu vSechny atomy v molekuldch (all atom —
AA). Tato silova pole detailn¢ popisuji vSechny interakce v molekulach, jsou ovSem
vypocetné nejnaro¢néjs$i. Mirnym zjednoduSenim jsou potom silova pole sdruzenych atomu
(united atoms — UA), kterd nejcastéji sjednocuji uhliky s jejich nepolarnimi vodiky a ty poté
popisuji jako ,,vétSi a téz8i* pseudoatomy. Tato pole jsou obzvlasté vhodna pro simulace
lipiddi, které obsahuji dlouhé nepolarni uhlovodikové tetézce. DalSim zjednoduSenim jsou
potom silova pole hrubozrnna (coarse grained — CG), kterd sdruzuji vétsi skupiny atomu
v jednu vétsi Castici (tzv. ,.bead*), napt. v silovém poli MARTINI se sdruzuji dvojice az
Ctvetice tézkych atomu do jedné ,,bead Castice. Také se pouziva mens$i pocet typl castic,
napt v pavodnim silovém poli MARTINI pro simulace lipidovych dvojvrstev’* byly
definovany pouze Ctyfi typy Castic: Polarni (nenabité skupiny), nepolarni (smiSené polarni
a apolarni skupiny), apolarni (hydrofobni skupiny) a nabité ¢astice. Poté byly pfidany dalsi
podskupiny zahrnujici vlivy vodikovych vazeb a umoziujici tak i simulaci proteini.*
1.4.1.2 Jednotlivé ¢leny potencialni energie v MM

Potencidlni energie vypocitand pomoci molekulové mechaniky se sklada
z jednotlivych vypocetné oddélitelnych slozek. Tyto sloZzky jsou poté popisovany pomoci
jednoduchych mechanickych modelii. Naptiklad vazby jsou v molekulové mechanice chapany
jako pruziny — harmonické oscilatory. Pro vypocet ptispévku potencialni energie V' z pozice
atomil (tj. vzdalenosti atomil) potiebujeme znat silovou konstantu pruziny a rovnovaznou
dé¢lku vazby (Rovnice 1).

_1ub 0)?2
Vy(ry) = S k5 (ry — 1) , @)
kde k; je silova konstanta vazby, r;’ je rovnovazni vzdalenost atomil arj; je aktualni
vzdalenost atoml.
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Vazebné uhly jsou také reprezentovany harmonickym oscilatorem, pro vypocet jejich
ptispévku k potencialni energii je nutna znalost rovnovazného vazebného thlu a silové tthlové
konstanty (Rovnice 2):

1
Va(@iji) = gk?jk(eijk - G?jk)z, (#))
kde k;x je silova konstanta thlu, 8 a 6% jsou aktualni a rovnovazny tihel vazby.

Dihedralni uhly miZeme rozdé€lit na dvé skupiny — nepravé dihedralni uhly a torzni
uhly. Nepravé dihedralni uhly je opét mozné popisovat harmonickym potencidlem
(Rovnice 3):

Via(&ijra) = %k? (&ijra — f%kz)z, 3

kde k¢ je silova konstanta uhlu, & a fo sk Jjsou aktudlni a rovnovazny thel vazby. Torzni
dihedralni uhly potiebuji ke svému popisu dal§i parametr, kterym je multiplicita — tedy
mnozstvi moZznych ekvivalentnich poloh v rdmci 360° (Rovnice 4).

Vd(¢i]'kl) = k@(l + COS(nQ) - @s)), (4)

kde k4 je silova konstanta uhlu, n je multiplicita Gthlu, ¢ a ¢, jsou thel a rovnovazny dihedralni
uhel.

Nekovalentni interakce (repulze, disperze a elektrostatické interakce) jsou reprezentovany
Lennardovym—Jonesovym potencialem a Coulombickym potencidlem. Lennardiv—Jonestv
potencial obsahuje jak repulzni, tak disperzni ¢len (Rovnice 5)

c12  ¢©®
—_u Yy
Vy(ry) = T e (5)

i

ve kterém parametry Cj; zavisi na typech interagujicich atomd, r; je vzdalenost téchto dvou
atomd.

Coulombicky potencial 1ze ziskat z Coulombova zédkona (Rovnice 6)

_ 1 aw
VC(TU) T 4me,g rij s (6)

kde ¢; a g; jsou parcialni naboje na danych atomech, r; je jejich vzdalenost a ¢, agy jsou
relativni permitivita a permitivita vakua.

V Clenech vazebnych interakci se neprojevuje momentalni okoli molekuly,
v konstantach vystupujicich ve ¢lenech nekovalentnich interakci se odrdzi itoto okoli —
repulzni a disperzni sily mezi jednotlivymi atomy, ptipadné elektronegativita okoli promitnuta
do podoby parcialniho néboje apod.

Pfi vypoctu vazebnych interakcich se uvazuji pouze molekuly spojené danou
interakci — sousedni atomy v molekule v ptipadé vazeb, vzdalené;jsi sousedé pro thly a Ctyfi
sousedni atomy v piipad¢ dihedralnich uhli. Tyto atomy jsou posléze vylouceny z vypoctu
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vzajemnych nekovalentnich interakci (napf. jsou-li dva atomy spojené vazbou, jsou jejich
vzajemné elektrostatické interakce jiz promitnuté do jejich vazebné silové konstanty). Pri
vypoctu energie nekovalentnich interakei je mozné pouzit dalSich zjednoduSeni vychdzejicich
z jejich kratkého dosahu. V ptipad¢ rychle vyhasinajiciho Lennardova-Jonesova potencialu se
obvykle uvazuji nekovalentni interakce do vzdalenosti 1 nm, jelikoZ vypocet vzdalenéjSich
interakci pfili§ nevylep$i presnost vypoctu, ale neumérné zvysi ¢asovou naro¢nost vypoctu.
Sila coulombickych interakci v prostoru klesd pomaleji, proto jsou od stanovené vzdalenosti
pocitany pomoci upravené metody Ewaldovy sumace (PME).

Stanovovani parametri silového pole je proces takika alchymicky. Nekteré
konstanty, jako napi. silové konstanty vazeb ¢i uhll, mohou byt stanovovany pomoci
kvantové-chemickych vypocta, ovsem veSkeré konstanty musi byt posléze upravovany tak,
aby byly vlastnosti vyslednych modelti shodné s experimentalnimi daty. Konstanty nutné pro
vypocet Lennardova-Jonesova potencidlu jsou pevnou soucasti silového pole a urcuji
v podstaté ,,velikost* atomu dané¢ho typu. Je nutno podotknout, Ze urc¢eni parametrti silového
pole a parcialnich ndboju je kli¢ové pro prubéh simulace, a proto se jim jest¢ budeme zabyvat.

1.4.2 Molekulova dynamika
Molekulova dynamika spolupracuje s molekulovou mechanikou tak, ze z gradientu
potencialni energie V vypocitd silu plsobici na kazdy atom. Tato sila F; se pomoci
Newtonovych zdkonll pfevede na zrychleni a ovlivni tak rychlost dané¢ho atomu (Rovnice 7).

dzrl-

v _ m
dez T,

ari t

(7

kde 7 je poloha atomd, ¢ je ptisluSny ¢as a m; je hmotnost atomu.

Pti pocitacovych simulacich neni mozné pocitat zcela spojitou trajektorii, kterd by
odpovidala redlnému systému. Proto nastavujeme vhodnou délku simula¢niho kroku, ve
kterém povazujeme podminky v systému za konstantni. Jinymi slovy, sily plsobici na kazdy
atom vyhodnotime pouze jednou za urcitou dobu, mezi dvéma kroky predpokladame, Ze se
sily ptsobici na atom neméni. V simula¢nim programu GROMACS se postupuje tzv.
,leap-frog* algoritmem, kdy se stfidavé vyhodnocuji rychlosti a polohy (Rovnice 8 a 9).

1 1 At
v(t+iAt)=v(t—iAt)+EF(t) ®
r(t + At) = r(£) + Atv(t +5Ab), )

kde v(?) je rychlost atomi v daném Case ¢.

Cely MM a MD vypocet je opakovan v kazdém simulacnim kroku — v kazdém kroku
je pocitan gradient potencialni energie na kazdém atomu, poté jeho rychlost a smér pohybu
a vysledna poloha. Délka simula¢niho kroku musi odpovidat nejrychlej§im déjim, které maji
vliv na danou simulaci. V ptipad¢ simulaci AA nebo UA jsou nejrychlejSim déjem vibrace
vazeb, proto byva délka simula¢niho kroku obvykle 1 nebo 2 fs. V ptipadé simulaci CG jiz
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neni mozné sledovat vibrace vazeb, simula¢ni krok muize byt tudiz adekvatné prodlouzen
v zavislosti na hrubosti pouzitého pole.

1.4.3 Periodické okrajové podminky

Simulovani systému podobné velikosti, s jakou se bézné¢ setkavame v laboratofich,
by bylo vypocetné nedosazitelné. I kdybychom méli malou 20ml kédinku s vodou, méli
bychom v ni cca 1 mol molekul, cca 3 mol atomi. Popis takového systému vypocetné mozny
— jak z hlediska mnoZstvi &astic, tak z hlediska zanesenych chyb.’’ Pokud oviem vytvoiime
izolovany systém nékolika desitek tisic atom@, tak nebude dobie reprezentovat
makroskopicky systém, jelikoZ interakce s povrchem tohoto systému budou pfili§ vyznamné
(sta¢i porovnat naptf. zménu vlastnosti nanocastic urCité latky vac¢i chovani téze latky
v makroskopickém méftitku). Proto se pouziva princip periodickych okrajovych podminek
(periodic boundary condition, PBC). Pti pouziti PBC mame maly systém, ktery ovSem neni
uzavieny pevnou zdbranou, ani nesousedi s vakuem, ale ve vSech smérech je v jeho okoli
umistén totozny systém. Vypocet pohybu atomli se provadi pouze pro atomy v simulac¢nim
boxu, atomy v sousednich boxech se pohybuji stejné. Pro vypocet jejich interakci se
sousednimi atomy jsou ovSem uvazovany i odrazy atomt v sousedicim simula¢nim boxu.

1.4.4 Studium chovani latek na membranach simula¢nimi technikami

Chovani latek na bunécnych membranach je mozné popisovat pomoci parti¢nich
a diftznich koeficientl, které lze ziskat i1simulaénimi technikami. Particni koeficienty je
teoreticky mozné ziskat dlouhou volnou simulaci, ktera ukaZe relativni zastoupeni latky
v dané hloubce membrany. Parti¢ni koeficienty v jednotlivych hloubkach membrany K(z) je
posléze mozZné pievést na profil volné energie AG(z) podél osy kolmé na membranu
(normaly) pomoci Boltzmannova vztahu (Rovnice 10):

AG(z)=-RT an(z) (10)

2

kde R je molarni plynova konstanta a 7 termodynamicka teplota.

Pro svou jednoduchost je pro termodynamicky popis chovani latek na membranach
pouzivan profil volné energie — srozumitelné¢ poskytuje dostatek informaci — energetické
bariéry 1 pravdépodobnost vyskytu v urcitém stavu. Pro stanoveni celého profilu volné energie
je nutné mit dostatek dat ze vSech jeho oblasti, jelikoz rozdil energii mezi dvéma misty je
zavisly na podilu pravdépodobnosti vyskytu latky v danych mistech. Jelikoz je velkd cast
latek pouzivanych jako Iéky mirné polarni a membrana je velmi heterogennim prostiedim
s velkymi rozdily v polarit¢ (od Ccist€¢ vodného prostiedi pres polarni hlavy lipida az
k nepolarnimu jadru membrany), trvalo by velmi dlouho, neZ by byla v§echna moZna mista ve
stavovém prostoru navStivena latkou ve volné simulaci. Polarni molekuly by se
pravdépodobné zastavily v oblasti polarnich hlav a do hydrofobniho stfedu membrany by
samovoln¢ nemusely proniknout, nebo by se naopak zadrzely pouze v membrané. Proto je
vyhodné vyuZzit fizené simulace (biased simulation), které umoznuji dikladné prozkoumat
vSechny pozice latek v membrané a z takto ziskanych dat posléze ziskat profil volné energie,
ptipadné dalsi informace jako napft. difuzni koeficienty. Ve chvili, kdy je znam profil volné
energie a difuzni koeficienty v rtiznych hloubkdch membrany, je mozné vyhodnotit tzv. odpor
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membrany (membrane resistence, R), ktery kvantitativné uréi prichodnost nebo
nepriichodnost membrany danou latkou (Rovnice 11).**

2 2 exp (AG(Z))
R=1/P =j R(z)dz =j kT 74, (11)

D(z)

z
kde P je permeabilita membrany a D(z) je transversalni difizni koeficient.

Za poslednich 20 let se na poli fizenych simulaci ucinil vyrazny pokrok. Byly
vyvinuty rozlicné metody ziskdvani profilu volné energie rtznych déji, napi. umbrella
. 39,40 . 16,18,38,41-44 . 45,46 . [ « 47,48
sampling, metoda z-constraint, metadynamika, ,adaptive biasing force®,
, 49,50

vkladani ¢astic®® a dalsi.

Jak metoda umbrella sampling, tak z-constraint vyuZzivaji toho, ze ovliviiuji
vzdalenost mezi dvéma systémy — v naSem piipadé mezi zkoumanou molekulou substratu ¢i
metabolitu a membranou. Oba typy simulaci vychazeji z vychozi vzdalenosti mezi molekulou
a sttedem membrany. Metoda umbrella sampling vytvoii kolem této vzdalenosti harmonicky
potencial. Zkoumana molekula se muze pohybovat, ovSem ¢im vice se vzdali od plvodni
pozice (brano dle osy kolmé na membranu, v roviné membrany se pohybuje zcela voln¢), tim
vetsi sila na ni bude piisobit (sila pisobici na molekulu je umérnd druhé mocniné vychyleni
z puvodni polohy). Molekula se tudiz v prib&hu simulace posunuje do pozice s nizsi energii,
ovSem pouze tak daleko, aby energeticky zisk znové pozice byl stejny jako potencial
aplikovany na molekulu v dané vzdalenosti od ptivodni polohy. Volna energie v daném mist¢
je poté vypocitana ze vztahu (Rovnice 12)

AG(z)=—RTIn P(z)+U(z) : (12)

kde P(z) a U(z) jsou distribuce ligandu a potencial umbrelly.

Ptfi pouziti simulace z-constraint je molekula ligandu zafixovdna v pocatecni
vzdalenosti od sttedu membrany aje méfena sila potfebna k udrzeni ligandu v této
vzdalenosti. Volnd energie je posléze pocitana jako (Rovnice 13):

AG(z)=-[

outside

<ﬁ(z')> dz' (13)
kde <F> je sttedni hodnota pouzité sily.

Tyto simulace byly vposlednich desetiletich pouZity ke studiu mnoha
nizkomolekularnich latek na membranach. Marrink a Berendsen'® (1994) se zabyvali profilem
volné energie vody na membrang, ktery studovali tfemi riznymi zptisoby, kazdym po dobu
120 ps. Nejprve vyhodnocovali volnou simulaci vody a membrany, ale zjistili, Ze volna
simulace nevede k Zadanym vysledklim, jelikoz prinik vody membranou je proces sice
pfirozeny, ale pomérné vzacny. Déle studovali volnou energii pomoci vkladani ¢astic do
membrany (kdy je sledovdna energie potiebna k vlozZeni ¢astice na dané misto) a také pomoci
metody z-constraint. Ta byla pouZivana i dale, v nasledné studii’® (1996), kdy byly studovéany
molekuly vody, amoniaku a kysliku a né€kolik Lennard — Jonesovskych ¢astic. Simulace byly
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tentokrat prodlouzeny na 200 ps. V této dob¢ byly stovky ps povazovany za dostatecny cas
pro dosazeni konvergovanych vysledkl, jelikoZ ty souhlasily is experimentdlnimi daty.
Simulace metodou z-constraint byly nasledné pouZivany ipro vétsi molekuly a také byly
prodluzovany aZ do 200 ns pro kazdé simula¢ni okno, které pouzil Orsi s Essexem pfi studiu
B-blokatord.'®

Simulace se prodluzovaly i v ptipadé¢ pouziti metody umbrella sampling, a tak se
napfi¢ pouzitymi metodami (jak v ptipadé metody z-constraint, tak pii pouziti umbrella
samplingu) zacCaly ukazovat systematické chyby, které pii kratSich simulacnich ¢asech nebyly
zietelné. Boggara a Krishnamoorti*' zjistili pfi studiu nabité a neutralni formy ibuprofenu
a aspirinu na dipalmitoylfosfatidylcholinové dvojvrstvé (DPPC), Ze tyto léky — a hlavné jejich
nabit¢ formy — zpisobuji pfi simulaci metodou z-constraint deformace membrany.
K podobnym zavéram dosel MacCallum,”' ktery studoval boéni fetdzce aminokyselin na
dioleoylfosfatidylcholinové dvojvrstvé (DOPC) pomoci umbrella samplingu. Pro kazdé
simulacni okno pouzil simulaci dlouhou alesponi 30 ns a pti simulacich pozoroval deformace
membrany, které nazval ,,vodni defekty* (water defects). Tyto defekty byly nedavno blize
analyzovany Nealem,'’ ktery zjistil, Ze tyto systematické chyby byly az do té doby vyrazn&
podceniovany a pro jejich odstranéni je tieba fddové prodlouzit simulace oproti tomu, na co
byla membranovd komunita do té doby zvykld. Tim se fizené¢ simulace prodlouzily
z puvodnich 120 ps na stovky ns pro jedno simula¢ni okno.

Deformace membrany a tim padem i systematické chyby pii vypoctu profilu volné
energie pravdépodobné pochazeji z nerovnovaznych stavll systému na zacatku simulace,
a proto by se bylo vhodné zaméfit i na zptisob generovani téchto startovnich struktur. Neale'’
pouzival ve své studii metodu inflategro,>® pii které je membrana roztazena, vlozi se molekula
a poté se membrana opét stahne a zrelaxuje. Boggara a Krishnamoorti*' vkladali molekuly
ruéné pomoci programu VMD™ a ostatni pouzivali nepfeberné mnoZstvi metod, jako napf.
rist molekuly v simulaci z nulové velikosti,'® tazeni molekuly do membrany,’ struktury
z volné simulace® nebo tieba uréovali reakéni koordinatu pomoci metadynamiky.*> Teprve
nedavno jsme publikovali systematickou studii zabyvajici se vlivem startovnich struktur
a volby fizenych simulaci na vysledny energeticky profil.”> (viz Ptiloha 8.2)
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2. Cile prace

Cilem této prace je srovnani chovani biologicky aktivnich latek na riznych modelech
bunéénych membran s chovanim jejich metabolitli na téchto membrandch. Systematicky jsou
studovany substraty cytochromi P450 svyznamnymi biologickymi u¢inky (kofein,
chlorzoxazon, kumarin a ibuprofen) a jejich metabolity. Je analyzovan profil volné energie pii
prichodu latek lipidovymi dvojvrstvami (DOPC, POPQG) pouZitymi jako modely biologickych
membrdn a dale se prace zabyva rovnovaznymi pozicemi zkoumanych latek v téchto
membranach.

Pro systematické studium konvergence profilu volné energie latky na membrané byl
pouzit systém obsahujici DOPC membranu a molekulu kumarinu. Byl analyzovan vliv
startovnich struktur ziskanych volnou simulaci a taZzenim molekuly do membrany silou (tzv.
pulling) a byly srovnany dvé metody vypoctu profilu volné energie — umbrella sampling
a z-constraint.
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3. Metody

3.1 Membrany

Modely membran byly stazeny ze serveru Lipidbook.”® Dvojvrstva slozena z
dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC) byla piipravena a ekvilibrovana Siu et al.,”” Dvojvrstva
slozena z palmitoylfosfatidylglycerolu (POPG) byla ptipravena dle Kukol et al.>® Obg
membrany obsahovaly 128 molekul lipidd, 64 v kazdé vrstvé. Membrany byly orientovany
kolmo k ose z a systém byl stabilizovan 10ns simulaci s molekulami vody a NaCl tak, aby
byla dosazena fyziologicka koncentrace soli 0,154 M ve vodé, k membran¢ POPG bylo
pridano jesté 128 Na' iontt pro dosazeni elektroneutrality.

Pro vSechny MD simulace v této praci byl pouzit programovy balik GROMACS
4.0.7° asilové pole Berger,” které bylo vyvinuté specialng pro lipidy. Toto silové pole
snizuje pocet simulovanych atomi tim, Ze pouziva tzv. sdruzené atomy (united atoms — UA),
kter¢ sdruzuji uhliky sjejich nepolarnimi vodiky. Toto zjednoduSeni pravdépodobné
ovliviiuje urovani difaznich koeficientl, které se pii pouziti UA zdaji vys$i neZ pti vyuZiti
poli se viemi atomy.®' Pouzity simulagni krok byl dlouhy 2 fs, periodické okrajové podminky
byly zavedeny ve vSech smérech, pro vypocet elektrostatickych interakci byla vyuzita
Ewaldova sumace (particle-mesh Ewald, PME)** a van der Waalsovy interakce obsazené v
Lennardové-Jonesove potencidlu byly uvazovany do 1 nm. Pro modelovani vazeb byl pouzit
algoritmus LINCS,* V-rescale termostat® pii teplotd 310 K a Berendsentiv anisotropicky
barostat® s tlakem 1 bar.

3.2 Pozice molekul na membranach DOPC a POPG

Struktury a topologie substrati a metaboliti byly vytvofeny pomoci serveru
PRODRG2Beta®® v silovém poli GROMOS 53a6.%” Parcialni naboje byly prepogitany pomoci
metody RESP (restrained elektrostatic potential). Elektrostaticky potencidl (ESP) a parcidlni
naboje byly vypocitiny metodou B3LYP/cc-pVDZ na strukturach geometricky
optimalizovanych stejnou metodou v programu Gaussian 03.°® Samotny vypocet RESP® byl
poté proveden pomoci programu Antechamber ze softwarového baliku AMBER 11."

Molekuly substrati a metaboliti byly vlozeny na kraj simulaéniho boxu spolecné
s 0,6nm vrstvou vody, nasledné probéhla 0,5ns volna simulace pro ustaleni ptidanych molekul
vody (molekuly vody byly pfiddny do pravidelné krystalové miizky). Pfesné slozeni
jednotlivych simula¢nich boxt je v tabulce (Tabulka 2). Startovni struktury pro ftizené
bylo tazeno (metoda dale nazyvand jako pulling — UP) smérem k t€ZiSti membrany a z této
simulace byly vybrany struktury srozdilnymi vzdalenostmi molekuly a membrany po
0,1 £0,02 nm. Z takto vybranych struktur v dané vzdalenosti byla dale vybrana struktura
simulace, kdy se molekula nechala volné pohybovat po simulacnim boxu (metoda UF).
Startovni struktury pro fizené simulace byly posléze separovany stejnym zplsobem jako u
pulling simulaci. V mnoha ptipadech byly oba pfistupy zkombinovany — byla provedena
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volna 20ns simulace a z ni (z pozice molekuly nejbliZze sttedu membrany) byl poté proveden
pulling (Tabulka 3).

Vybrané struktury pro kazdou molekulu byly poté pouzity pro naslednou simulaci
umbrella sampling (Rovnice 12). Ze sil aplikovanych na molekulu (pfenesené z distribuce
vyskytu molekuly) byl posléze vypocitan profil volné energie metodou analyzy véazenych
histogramti (weighted histogram analysis method WHAM)* v programu g wham’'
z programového baliku GROMACS.

Tabulka 2 — Slozeni jednotlivych simulacnich boxi. Kazdy simulacni box obsahuje 128 molekul lipidiit (DOPC
nebo POPG), jednu molekulu iicinné latky a zobrazené mnozstvi molekul vody a iontit Na * a CI.

DOPC POPG
Utinna latka Molekuly vody | Na® | CI" | Molekuly vody |[Na™ | CI
Kofein 5186 19 19 4404 144 16
Chlorzoxazon 5187 19 19 4405 144 16
Kumarin 5188 19 19 4405 144 16
Ibuprofen (-1) 6521 24 23 7919 155 26
Ibuprofen (0) 6284 22 22 8131 155 27
Paraxantin 6286 22 22 8134 155 27
6-hydroxychlorzoxazon | 6290 22 22 8133 155 27
7-hydroxykumarin 6286 22 22 8133 155 27
3-hydroxyibuprofen (-1) | 6528 24 23 8412 157 28
3-hydroxyibuprofen (0) | 6528 23 23 8410 156 28
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Tabulka 3 — Pouzité simulacni protokoly pro jednotlivé latky. Penetrace pri volné simulaci ukazuje minimalni
vzdalenost teziste molekuly od stiedu membrany pri 20ns volné simulaci; UP oznacuje oblast, pro kterou byly
pouczity startovni struktury z pullingu, pro ostatni oblasti byly pouzity struktury z volné simulace, prodlouzena

simulace ukazuje, ve které oblasti membrany bylo nutné simulace umbrella sampling prodlouzit.

DOPC POPG
O = O —
E g |2 g
g sy |32 0% |55l | 29 %
3 SE| P | 5 & 82 |8E| 2 | ©E )
5 @ e » E 8 @ e = ‘E
s a z |2 a 3
o A o A
m) | (m) [(m)  |(s) | @m) |(m) |(m) | (ns)
Substraty
Kofein 1,0 | 0-1,0 1,0 | 0-3,0] 0,1 1,5 20
Chlorzoxazon 0,5 0-4,0 | 1,0-2,5 20 0,2 |10-3,0]05-1,5 20
Kumarin 0 0-4,0 0,6 |0-3,0]06-1,5 20
Ibuprofen (-1) 20 (04,01 1,0-2,5 20 2.3 0-3,5| 0-1,0 20
Ibuprofen (0) 2,3 0-2,3 0,3 0-0,2
Metabolity
Paraxantin 1,2 0-1,1 | 1,5-2,5 20 1,2 0-1,2
6-hydroxy- 15 |0-14 14 |0-13
chlorzoxazon
7-hydroxy-
. 1,9 |0-1,8 ] 1,0-2,5 20 1,5 0-1,5| 1,0-2,0 20
kumarin
-h _
3-hydroxy 2.1 10-25| 20 17 |o-1.6]05-20 20
ibuprofen (-1)
3-hydroxy- 1,7 0.9 |0-0.8
ibuprofen (0)
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3.3 Konvergence profilu volné energie kumarinu na lipidové

dvojvrstvé

Struktura a topologie kumarinu byla ziskana stejné jako v piipad€ ostatnich molekul
pomoci serveru PRODRG2Beta® v silovém poli GROMOS 53a6.%” JelikoZ parcialni naboje
piifazené atomim serverem PRODRG se ukazuji jako nepiesné, vedouci k nerealistickému
rozd&leni latek na rozhrani vody a cyklohexanu,”” byly vytvofeny asrovnany tii sety
parcialnich naboji: (a) set parcidlnich naboji generovany serverem PRODRG, (b) set naboja
generovany pomoci Mullikenovy popula¢ni analyzy a (¢) set ndboji ziskany metodou RESP.
Mullikenova popula¢ni analyza byla provedena metodou HF/6-31G*, jednd se o stejnou
metodu, kterda byla pouZita kvytvofeni nabojového setu silového pole Berger.”
Elektrostaticky potencial (ESP) a zn¢j RESP parcidlni ndboje byly vypocitdny metodou
B3LYP/cc-pVDZ na strukturach geometricky optimalizovanych stejnou metodou v programu
Gaussian 03.°® Samotny vypodet RESP® byl poté proveden pomoci programu Antechamber
ze softwarového baliku AMBER 11.”° Néboje na kumarinu pouzité v této praci byly
vypocitany metodou RESP, kromé téch, které jsou vyslovné uvedeny jako PRODRG nebo
Mullikenovy.

Pro porovnani riznych zpusobu ziskavani profilu volné energie byl z ptfedchozich
systémii vybrdn systém kumarin-DOPC. Po 0,5ns volné simulaci bylo provedeno
(a) 5 nezavislych volnych simulaci o celkové délce 3 s, (b) tazeni kumarinu do membrany
stiedu lipidové dvojvrstvy rychlosti 1 nmns™ se silovou konstantou 10000 kJ-mol”-nm™
(2390 kcal'mol’ nm™) — na molekulu je aplikovan harmonicky potencial, jehoz poloha se
posouva danou rychlosti. Startovni struktury z pullingu i volné simulace byly ziskany stejnym
zpusobem jako v ptipad€ substratli a metaboliti a byly pouzity pro nasledné fizené simulace
umbrella sampling (Rovnice 12) a z-constraint (Rovnice 13).

Simulace umbrella sampling pouzivaly silovou konstantu 2 000 kJ-mol"-nm™
(477,9 keal'mol™-nm™). Simulace se startovnimi strukturami z pullingu jsou dale nazyvany
zkratkami constraint-pulling (CP) nebo umbrella-pulling (UP), simulace se startovnimi
strukturami z volné simulace jsou déle nazyvany constraint-free (CF) a umbrella-free (UF).
Jak umbrella-sampling, tak z-constraint simulace byly simulovany po dobu 30 ns (pro kazdé
simulacni okno), poté byla prodlouzena simula¢ni okna ve vzdalenostech 1,0 - 2,5 nm od
sttedu membrany na 50 ns v piipad¢ umbrelly a 100 ns v ptipad¢ constraintu. Celkové bylo
takto shromazdéno a vyhodnoceno 6,9 ps fizenych simulaci.

Profil volné energie byl z metody umbrella sampling (Rovnice 12) ziskan pomoci
analyzy vazenych histogrami (weighted histogram analysis method WHAM)™ v programu
g wham’' z programového baliku GROMACS. Profil volné energie z metody z-constraint byl
ziskan z analyzy stfedni hodnoty sily aplikované na molekulu (Rovnice 13)
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Pozice sminimem volné energie byla stanovena jako referenni stav
(AG = 0 kcal/mol) a soutadnice jsou nadale uvadény ve vzdalenostech od stiedu membrany
podél osy z.

Pro srovnani s experimentalnimi daty byly ziskany také profily volné energie
kumarinovych derivati 7-acetoxy-4-metylkumarinu a 7-acetoxykumarinu pii prachodu
membranou dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC). Struktura DMPC byla ziskdna ze stranek
Tielemana” a obsahovala 128 molekul DMPC a 3655 molekul vody. Dvacet molekul vody
bylo nahrazeno 10 ionty Na™ a 10 ionty CI. Membrana byla poté ekvilibrovana 200ns volnou
simulaci. 7-acetoxy-4-metylkumarin byl poloZen na povrch boxu a byla provedena 20ns volna
simulace. V jejim pribéhu pronikla molekula do vzdalenosti 1,8 nm od stfedu membrany
aodtud byla dale tarena 4ns simulaci se silovou konstantou 500 kJ-mol'-nm™
(119,5 keal'mol™-nm™) rychlosti 1 nm'ns™. Tato slaba silova konstanta byla zvolena proto, Ze
molekula nepronikla dostate€né¢ hluboko do membrany. Volna simulace a pulling byly
pouzity pro vygenerovani startovnich struktur (stejnym zplsobem jako v pfedchozich
ptipadech) pro 10ns constraint simulace. Simulace v oblasti minima volné energie
(0,8 - 1,7 nm) byly prodlouzeny na 15 ns.

Pro ziskani profilu volné energie 7-acetoxykumarinu byl pouzit stejny simulacni
protokol jako pro 7-acetoxy-4-metylkumarin, pouze volnd simulace trvala 60 ns a molekula
dosdhla maximalni hloubky 0,5 nm od stfedu membrany. Poté byla tazena dale do membrany
rychlosti 1 nmns™” se silovou konstantou 2 000 kJ-mol’nm™ (477,9 kcal'mol’-nm™). Byla
pouzita vyssi silova konstanta nez v pfedchozim ptipadé, jelikoZ molekula vnikla samovolné
hloubgji do membrany. Profil volné energie byl ziskdn z 10ns z-constraint simulace, oblast
1,0-2,0 nm byla prodlouzena na 15 ns ataké byly pfidany dal§i simula¢ni okna (takze
vzdalenost simulaénich oken v této oblasti byla 0,05 nm).
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4. Vysledky

4.1 Membrany
Pro simulace latek na bunécnych membranich byly pouzity jednoslozkové
dvojvrstvy glycerofosfolipidi: dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC) a palmitoyloleoylfosfatidyl-
glycerolu (POPQG). Fosfatidylcholiny jsou nejzastoupengj$imi lipidy v lidskych bunécnych
membranach, POPG byl pouzit jako model zaporné nabité membrany, které se vyskytuji
prevazné na cytosolické stran€ plasmatické membrany (a pravdépodobné 1 endoplasmatického
retikula).

Membrana DOPC je obsahuje dva lipidové fetézce s nenasycenymi vazbami (18 C).
Tloustka membranového modelu pouzitého v simulacich je 4,4 nm (vzdalenost mezi maximy
vyskytu cholinovych skupin — viz Obrazek 4), plocha povrchu membrany nalezici jednomu
lipidu je 0,64 nm’. Dvojné vazby nenasycenych fetézcii se vyskytuji okolo 0,85 nm,
karbonyly (a s nimi 1 zacatek hydrofilni ¢asti membrany) se vyskytuji ve vzdalenosti 1,69 nm
od stfedu membrany. Dalsi polohy dilezitych skupin se nachdzeji v tabulce (Tabulka 4).

Membrana POPG obsahuje jeden nenasyceny uhlovodikovy fetézec (18:1), druhy
fetézec je krat$i (16:0) a nasyceny. TlouStka membrany dosahuje 3,4 nm, plocha povrchu
membrany naleZici jednomu lipidu je 0,72 nm’. Dvojné vazby se vyskytuji okolo 0,52 nm,
karbonyly v 1,28 nm.

Tabulka 4 - Polohy maxima hustoty jednotlivych casti lipidovych membran DOPC a POPG a plocha zabrand
jednim lipidem na povrchu membrany.

) Pozice maxima hustoty (nm)
Skupina

DOPC POPG
Lipidy 1,72 1,45
Dvojné vazby 0,85 0,52
Polarni hlavy (cholin, glycerol) | 2,21 1,73
Fosfor 2,08 1,63
Karbonyly 1,69 1,28
Koncové metyly 0,00 0,00
Celkovy systém 1,95 1,59
Region 1 29-22 24-1,8
Region 2 2,2-1,45 1,8-1,2
Region 3 1,45-0,5 1,2-0,4
Region 4 0,5-0 0,4-0

Plocha (nm”)

Plocha povrchu/lipid 0,64 [ 0.73
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4.2 Pozice molekul na membranach

4.2.1 DOPC

Rovnovézna poloha substrati na DOPC lezi obvykle v regionu 3, polarni skupiny

substrati jsou v kontaktu s polarnimi hlavami. Pro studium pozice substratti byl pouzit set
simulaci metodou umbrella sampling. Ze ziskanych profili volné energie byly analyzovany

pozice energetického minima a energetické bariéry — penetracni bariéra AG™ a bariéra mezi
vodou a lipidy AG™™:

Energetické  minimum  molekuly kofeinu se  vyskytuje v 1,35 nm
(AG" = 4,5 kcal/mol, AG™ = 6,3 kcal/mol). Molekula kofeinu byla studovéana
metodou UF/UP (UP 0 - 1,0 nm) a vysledky ukazuji po 10ns simulace stabilni
hodnoty. Molekula kofeinu v pozici energetického minima lezi pod polarnimi hlavami
rovnob&zné s povrchem membréany. V pribéhu 20ns volné simulace pronikla do 1,0
nm.

Simulace chlorzoxazonu (1,29 nm, AG"™ = 9.6 kcal/mol, AG"™ = 4,0 kcal/mol)
vychdzela z piivodni metody UP, byla prodlouZzena na 20 ns v oblasti 1,0 — 2,4 nm.
Molekula chlorzoxazonu je natocend rovnobézné s lipidy, s kysliky v kontaktu
s polarnimi skupinami, v prabehu volné simulace pronikla do 0,5 nm.

Pro molekulu kumarinu (1,33 nm, AG™" = 3,0 kcal/mol, AG*" = 6,7 kcal/mol) byla
pouzita metoda UF. Kumarin lezi pod polarnimi hlavami, se kterymi jsou v kontaktu
jeho atomy kysliku, ve volné simulaci prosel kumarin opakované na druhou stranu
membrany.

Molekula ibuprofenu v nabité podobé (1,35 nm, AG™" = 11,2 kcal/mol, AG"* = 6,6
kcal/mol) je velmi polarni, a proto byla jeji simulace prodlouzena na 20 ns, v prib&hu
volné simulace pronikla do 2,0 nm. Molekula ibuprofenu v nenabité podobé¢ (1,03 nm,
AGP" = 4,1 kcal/mol, AG™ = 7,9 kcal/mol) dosihla konvergence rychle a 10ns
simulace se jevila jako dostate¢nd, v pritbé¢hu volné simulace pronikla do 2,3 nm. Jak
nabity, tak nenabity ibuprofen jsou orientovany svymi atomy kysliku smérem ven
z membrany.

Rovnovazné pozice metaboliti na DOPC lezZi v regionech 2 — 3:

Profil volné energie molekuly paraxantinu (2,07 nm, AG™" = 7,5 kcal/mol, AG**' =
4,9 kcal/mol) se chovd vyrazné¢ odliSné (v porovnani s ostatnimi molekulami) —
v pribéhu simulace nabyva na dilezitosti energetické minimum vzdalenéj$i od sttedu
membrany. Simulace oblasti vyskytu obou energetickych minim (1,5 — 2,5 nm) byla
proto prodlouZena na 20 ns. Paraxantin se poté nachazi v oblasti polarnich hlav. Ve
volné simulaci pronika nejhloubéji do 1,2 nm.

Profil volné energie 6-hydroxychlorzoxazonu se jevi po 10 ns zkonvergované (1,55
nm, AG**" = 8,0 kcal/mol, AG" = 7,4 kcal/mol) a molekula lezi té&sné pod polarnimi
hlavami s kysliky smérem k polarnimu prosttedi, ve volné simulaci pronika do 1,5 nm.
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e Simulace 7-hydroxykumarinu (1,82 nm, AG*" = 8,0 kcal/mol, AG™ = 3,1 kcal/mol)
byla prodlouzena v oblasti vyskytu energetického minima (1,0 — 2,5 nm), molekula
lezi v oblasti polarnich hlav s kysliky smérem k vodnému prostiedi, ve volné simulaci
dosahne 1,9 nm.

e 3-hydroxyibuprofen v nabité formé (1,45 nm, AG*" = 15,2 kcal/mol, AG™™ = 4,0
kcal/mol) bylo také nutné prodlouzit na 20 ns, ve volné simulaci dosahne 2,1 nm,
v nenabité podobé (1,29 nm, AG™" = 6,9 kcal/mol, AG" = 4,6 kcal/mol) posta¢ila
10ns simulace, ve volné simulaci doputuje do 1,7 nm. Obé¢ formy 3-
hydroxyibuprofenu lezi pod polarnimi hlavami se vSemi tfemi kysliky oto¢enymi
k polarnimu prosttedi.

4.2.2 POPG

Substraty na membrané¢ POPG lezi v regionech 2 a 3:

e Molekula kofeinu ma velkou penetraéni bariéru (1,67 nm, AG™" = 12,1 kcal/mol,
AG™ = 3,7 kcal/mol) a drzi se v oblasti polarnich hlav. Ve volné 20ns simulaci
pronikla do 1,0 nm.

e Simulace molekuly chlorzoxazonu (1,31 nm, AG™ = 3,8 kcal/mol, AG"™ = 1,5
kcal/mol) byla prodlouZena na 20 ns a molekula je orientovana chlorem do stfedu
membrany, volné pronikla do 0,2 nm.

e Molekula kumarinu (1,57 nm, AG™" = 3,0 kcal/mol, AG™ = 0,6 kcal/mol) také
vyzadovala del$i simula¢ni ¢as (20 ns), po 10 ns se vsimulaci objevilo dalsi
energetické minimum, ve volné simulaci vnikla do 0,6 nm. Molekula se orientuje
svymi kysliky do oblasti polarnich hlav.

e Molekula nabité¢ho ibuprofenu mé stejné¢ jako molekula kofeinu vysokou penetracni
bariéru (1,37 nm, AG**" = 12,0 kcal/mol, AG"* = 2,5 kcal/mol), volné pronikla do 2,3
nm. Simulace téchto molekul byly proto prodlouZeny na 20 ns. Molekula nenabitého
ibuprofenu vykazuje po 10 ns simulaci stabilni vysledky (1,03 nm, AG*" = 5,1
kcal/mol, AG™™ = 3.6 kcal/mol), ve volné simulaci pronikla do 0,3 nm. Molekuly
ibuprofenu jsou orientovany svymi kysliky k polarnim skupinam.

Metabolity se na membrané POPG koncentruji v regionu 2:

e Profil volné energie molekuly paraxantinu (1,63 nm, AG™" = 6,3 kcal/mol, AG™ =
2,4 kcal/mol) vykazuje pomérné stabilni energetické bariéry, avSak po 10 ns simulace
dochazi stale k posunu pozice energetického minima. Ve volné simulaci pronikd do
1,2 nm. Molekula je umisténa pod polarnimi hlavami lipida.

e 6-hydroxychlorzoxazon ma stabilni pozici minima (1,73 nm, AG*™ = 11,0 kcal/mol,
AG™™ = 4,2 kcal/mol), av§ak ménici se vysky obou energetickych bariér. Je umistén
v oblasti polarnich hlav, chlorem ve vodném prostiedi, volné pronika do 1,4 nm.

-27-



e 7-hydroxykumarin (1,73 nm, AG™" = 5,5 kcal/mol, AG™ = 3,1 kcal/mol) vykazuje
relativné stabilni hodnoty, je orientovan kysliky k poldrnimu prostfedi, ve volné
simulaci proniké do 1,5 nm.

e Simulace nabitého 3-hydroxyibuprofenu (1,33 nm, AG™" = 12,0 kcal/mol, AG"*'= 2,7
kcal/mol) bylo nutné prodlouzit, jelikoz vytvofil dvé energetickd minima a je umistén
karboxylovou skupinou v polarnich hlavach. Ve volné simulaci dosahuje 1,7 nm.
Nenabity 3-hydroxyibuprofen (1,33 nm, AG*" = 5,5 kcal/mol, AG"* = 1,7 kcal/mol)
vykazuje pomérné stabilni hodnoty aje umistén v polarnich hlavach rovnobézné
s povrchem membrany, volné pronika do 0,9 nm.

Tabulka 5 — vysledné pozice energetického minima, relativni pozice (v procentech vzddlenosti fosfati)
a energetické bariéry

DOPC POPG
. .
S| > S| >
A 3 £El = gl 3 3 SEl 2 &3 3
D kcal/mol | nm % kcal/mol nm % kcal/mol
Kofein 2,25 -8,8 1,35 | 0,65 | 4,5 6,3 | 1,67 | 1,02 | 12,2 6,2

Chlorzoxazon | 2,40 -8,4 1,29 | 0,62 | 9,6 | 4,0 | 1,05 | 0,64 | 44 7,1

Kumarin 4,95 -6 1,33 | 0,64 | 3,0 | 6,7 | 1,05 | 0,64 | 3,1 5,5

Touprofen (-1) | 14,6 | 41 5 11351 065 | 112 | 6.6 | 1,57 | 096 | 11.9 | 32

2
Tbuprofen (0) | 2,78 5 1.03 | 050 | 41 | 7.9 | 125|077 | 49 | 49
EE 385 | -112 | 207 | 1.00 | 7.5 | 49 | 1.63 | 1,00 | 63 | 3.9
ARy 150 | -115 | 1,55 075 | 8.0 | 7.4 | 1,73 | 1,06 | 11,0 | 5.4
chlorzoxazon

7-hydroxy- 657 | -105 | 182|088 80 | 3,1 | 153|094 | 41 | 50
kumarin

3-hydroxy- 12,8

ibuprofen (-1) | 8 -17,5 | 1,451 0,70 | 15,2 | 4,0 | 1,37 | 0,84 | 10,2 | 3,2

3-hydroxy-

buprofen (0) | 133 | 112 | 1290621 69 | 46 | 133 | 082 55 | 19
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Vzdalenost od stfedu membrany ( nm)
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Obrazek 8 Profily volné energie molekul na membrané POPG (vievo) a DOPC (vpravo). Na membrané
DOPC jsou substraty (Cerné) umistené hloubéji nez jejich metabolity (Cervené). Na membrdne
POPG neni tento rozdil jiz tolik patrny.
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Obrazek 9 Postaveni substrati a jejich metaboliti na membrané POPG. Molekuly jsou
orientovany svymi polarnimi skupinami k polarnim hlavam lipida.
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Obrazek 10 Postaveni substratti a metaboliti na membrané DOPC. Metabolity jsou
v membrané¢ blize polarnim hlavam a jsou orientovany svou del$i osou
rovnobézné s povrchem membrany.
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4.1 Konvergence profilu volné energie u kumarinu

Pii analyze pozic molekul na membranach DOPC a POPG bylo mozné pozorovat
casovy vyvoj profili volné energie (data nezobrazena). Pro dal$i praci byla provedena analyza
konvergence profilu volné energie kumarinu na DOPC v zavislosti na volbé startovnich

struktur a volbé metody fizené simulace. Konvergence profilu volné energie byla publikovana
v ref. 55.

4.1.1 Volna MD simulace

Bylo provedeno pét nezavislych volnych simulaci kumarinu v okoli membrany
DOPC s celkovym simulacnim casem 3us. Tyto simulace ukazuji, ze kumarin pfirozené
z0stava na rozhrani regionti 2 a 3 — maximum vyskytu kumarinu se nachazelo v 1,4 + 0,1 nm
(Obrazek 11 a 12). Jakmile ovSem kumarin vstoupil do membrany (v priabéhu prvnich max.
10 ns), neopustil prosttedi membrany po celou zbyvajici dobu simulace (Obrazek 11).
Vyskytoval se v obou vrstvach membrany, sttedem membrany penetroval spontdnné. Bylo
pozorovano dvanact uspéSnych (a deset neuspéSnych) prechodii pies stfed membrany.
Ptechod ptes stfed membrany je jev pomérné vzacny, vyskytujici se fddove jednou za stovky
ns. Samotny piechod je ovSem velmi rychly — trva fadove jednotky ps az ns. Z volné simulace
bylo pfi bliz§im piiblizeni moZné vycCist 1 metastabilni stav uprostied membrany, kde se
kumarin (pfi GspéSném nebo neuspéSném piechodu) zastavil na jednotky ns. Z primérné
hustoty vyskytu kumarinu byla spo¢itana penetracni bariéra 2,1 kcal/mol, bariéra mezi vodou
a lipidy nemohla byt spocitana, jelikoz se kumarin ve vodném prostiedi prakticky nezdrzoval.
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Obrazek 11 Casovy pritbéh volné simulace kumarinu s 12 tispésnymi a 10 neiispéSnymi prechody. Svislé

cary ukazuji zacatky jednotlivych simulaci.

4.1.2 Rizené simulace

Profily volné energie ziskané fizenymi simulacemi (UP, UF, CP a CF) maji n&které
shodné znaky (Obrazek 12). Kdyz se kumarin dostdva z vody do vnégjSich ¢asti membrany
(regiony 1 a 2), volné energie klesa. Na rozhrani regiont 2 a 3 leZi minimum volné energie.
Pti dal§im postupovani hloubéji do membrany volnd energie roste a ve sttedu membrany je
druhé energetické minimum. Hlavni energetické minimum se nachazi v 1,35 — 1,53 nm (s
oblasti dosazitelnou tepelnym pohybem pii 310 K vrozmezi 1,05- 1,95 nm; tepelnym
pohybem se mysli oblast vrdmci energetické bariéry RT, pii 310 K tedy 0,616 kcal/mol)
a lokélni energetické minimum se nachazi uprostted membrany. Velmi podobny pribéh pak
vykazuji vSechny profily volné energie ziskané vSemi ¢tyfmi metodami.
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Obrazek 12 Nahore: Hustotni profil membrany DOPC (modrad) a hustoty vyskytu kumarinu z 3us volné

simulace (Cervena) a vypocitané z konecné profilu volné energie ziskaného metodou CF
(zelena). Obé hustoty vyskytu kumarinu navzajem dobre odpovidaji.

Dole: Konecné profily volné energie ziskane viemi ¢tyrmi metodami. Profily byly vypocteny
pro jednu vrstvu membrany a symetrizovany pro druhou vrstvu. UP a UF jsou simulace
pomoci metody umbrella sampling se startovnimi strukturami z pullingu (UP) a volné
simulace (UF). CP a CF jsou simulace z-constraint se startovnimi strukturami z pulling
simulace (CP) a volné simulace (CF).

Z profili volné energie byly ziskany také energetické bariéry (Obrazek 12).
Penetra¢ni bariéry AGP*" ziskané pomoci v8ech ¢ty metod spadaly do pomérné Gzké oblasti
2,6 — 3,3 kcal/mol. Bariéry mezi vodou a lipidy spadaly do oblasti 5,7 — 6,7 kcal/mol, nizsi
hodnoty ukazovaly profily zacinajici se startovnimi strukturami z pullingu (UP, CP), vyssi
hodnoty vykazovaly profily zaéinajici se strukturami z volné simulace (AG" pro metody UP,
CP, UF aCF byly 5,7 +£ 0,3, 5,9 £ 0,2, 6,7 + 0,1, 6,4 £ 0,2 kcal/mol). V profilu ziskaném
metodou UP bylo vidét také malé lokalni minimum v 1,95 nm s bariérou 0,5 kcal/mol.
Energetickd bariéra je v tomto misté vyssi nez statisticka odchylka, 1kdyZ ta se ndm zda byt
podhodnocend. JelikoZ se hloubka tohoto minima s pfibyvajicim simula¢nim ¢asem sniZuje
a ve volné simulaci nebyl pozorovan stav odpovidajici tomuto minimu, je toto minimum dale
povazovano za artificialni.

Takové artificidlni minimum mize byt systematickou chybou zatéZujici vysledky,
atak jsme dale patrali po pficinach tohoto chovéani. Hlavni pfiCinou se jevi byt volba
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startovnich struktur vstupujicich do simulaci. V ptipad¢ simulaci UP a CP byly startovni
struktury ziskany pulling simulaci, ktera vytvaii na povrchu membrany deformace, az
nalevkovité prohnuti membrany zptsobené vnikajicim solvatovanym kumarinem. Pulling
tedy zpisobuje, ze kumarin je v membran¢ vice hydratovany nez pii jeho samovolném
vniknuti do membrany (Obrazek 13). Tyto defekty (hydratovany kumarin, prohnuti povrchu
membrany) jsou odstraiiovany v pribéhu simulace, voda je vypuzovana z hydrofobniho
prostfedi a membrana ziskava opét neporuseny povrch. Tato relaxace systému probiha
v hlubsich vrstvach membrany fadové za stovky ps, ovSem relaxaéni ¢as roste se vzdalenosti
od stfedu membrany. V oblasti artificidlniho minima (~1,7 — 2,0 nm) trva eliminace téchto
defektd tadové desitky ns. Velmi zajimavym (a pro dalsi praci dulezitym) jevem je, Ze
relaxace systému probihd vyrazné rychleji pfi pouziti metody CP nez pii pouziti UP. Pti
pouziti startovnich struktur ziskanych volnou simulaci se toto artificidlni minimum viibec
nevyskytuje.

Obrazek 13 Startovni struktura z pullingu (a) a z volné simulace (b) v hloubce 1,9 nm. a struktury
Struktury z pullingu jsou vyrazné hydratovanéjsi nez z volné simulace, jelikoz je kumarin
pri tazen do membrany i se svym solvatacnim obalem. Po 10 ns simulace se ukazuje, Ze
simulace constraint (CP) tento artefakt eliminuje rychleji nez umbrella sampling (UP).
Simulace se startovnimi strukturami z volné simulace vedou k podobnym vysledkiim
metodou constraint (CF) i umbrella sampling (UF). Uhliky jsou vyznaceny svétle modre,
kysliky cervené, vodiky bile. Dusiky a fosfory DOPC jsou zobrazeny jako hnédé a modré
koule.
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4.1.3 Konvergence profilu volné energie v fizenych simulacich
Pozice minima urcena z profili volné energie ziskanych metodami pouZivajicimi
pocatecni struktury z volné simulace (UF a CF) zkonvergovala vyrazn€ rychleji nez pfti
pouziti startovnich struktur ziskanych pullingem (UP a CP).

Profil volné energie ziskany metodou UP se vyrazné méni s pribyvajicim simula¢nim ¢asem
(Obrazek 14). Pii pouziti kratSich simula¢nich ¢asii (jednotky ns) se v profilu volné energie
objevuji dvé prakticky rovnocennd minima (jedno v ~1,5 nm, druhé v ~2,0nm). Po 10 ns se
z minima v ~1,5 nm stavad hlavni minimum, jehoz poloha zkonverguje na pozici 1,53 nm,
bariéra artificialniho minima se zmensuje na 0,5 kcal/mol. Oblast tepelného pohybu
(AGmintRT) se v pribehu prvnich 16 ns simulace rozsitovala z 0,90 nm (po 5 ns simulace) na
1,10 nm, poté se oblast tepelného pohybu opét postupné zmenSila az na 0,80 nm.
AG™v priibéhu simulace pozvolna rostla, po 50 ns doséhla hodnoty 5,7 + 0,3 kcal/mol. AG™"
v prub&hu prvnich 16 ns klesala, do 30 opét mirné€ rostla a poté se pohybovala okolo hodnoty
3,2 + 0,2 kcal/mol. Profil volné energie ziskany metodou CP byl na pocatku simulace velmi
podobny profilu UP, ovSem artificidlni minimum (~20 nm) rychle zmizelo (do ~15 ns
simulace). Oblast tepelného pohybu se postupné zmenSovala od 1,38 nm (po 5 ns simulace)
na 0,51 nm po 40 ns, poté jiz zistavala konstantni. AG™™ postupné rostla az k 5,9 + 0,2
kcal/mol. AGP*" rostla v prabéhu prvnich 11 ns, do 20 ns mirné klesala ke 2,8 + 0,1 kcal/mol,
kolem této hodnoty se pohybovala nadale i p¥i prodlouzené simulaci na 100 ns. AG** do 100
ns nadale rostla az k 6,2 + 0,2 kcal/mol.

V pribéhu simulace metodou UF byla pozice minima takika konstantni
(1,29 - 1,35 nm), oblast tepelného pohybu se postupné rozsSitovala z 0,44 nm na 0,66 nm.
AG™ se vpribéhu prvnich 19 ns postupné snizovala, lehce rostla do 30 ns, jeji
zkonvergovania hodnota byla poté 6,7 + 0,1 kcal/mol. AG*" vykazovala zkonvergované
hodnoty jiz po 20 ns, okolo 2,6 + 0,1 kcal/mol.

Simulace metodou CF také vedla k jednomu hlavnimu energetickému minimu
(1,29 — 1,49 nm), oblast tepelného pohybu se postupné rozsifovala od 0,41 nm do 0,70 nm.
AG™ se v prib&hu celé simulace pohybovala v rozmezi 6,4 — 7,0 kcal/mol, AG**" v prvnich
10 ns klesala a poté se drzela v rozmezi 2,9 — 3,3 kcal/mol. Prodlouzena 100ns simulace vedla
k podobnym vysledkiim — energetické minimum v 1,29 nm, oblast tepelného pohybu Siroka
0,60 nm, AG™ konstantni po 80 ns s hodnotou 7,0 kcal/mol a AG™" s hodnotou 3,1 + 0,1
kcal/mol.
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Obrazek 14 Konvergence profilii volné energie ziskaného vsemi ctyrmi metodami ukazuje pozice
energetického minima i energetické bariéry. Vsechna simulacni okna byla simulovdana po
dobu 30 ns, okna v oblasti 1,0 — 2,5 nm byla prodlouzena na 50 ns v pripadé simulaci UP
a UF nebo 100 ns v pripadeé simulaci CP a CF. Prvnich 5 ns je zatizeno velkou chybou
zpuisobenou nedostatkem dat. Profily zacinajici z pullingu (vlevo) zacinaji s dvéma
energeticky rovnocennymi minim. Minimum v ~1,5 nm nabyvd na vyznamu a stavd se
hlavnim minimem, minimum v ~2,0 nm je povazZovano za artificialni aje postupné
eliminovano. Simulace constraint (dole) eliminuje artificialni minimum vyrazné rychleji nez
simulace umbrella sampling, Profily se startovnimi strukturami z volné simulace ukazuji
stabilni vysledky po takika celou dobu simulace..

4.1.4 Vliv volby parcialnich naboju

Jelikoz si jsme védomi toho, ze volba parcidlnich naboji miize mit na vyslednou
simulaci vyrazny vliv, byla provedena také 10ns CF simulace s ndbojovymi sety ziskanymi ze
serveru PRODRG a pomoci Mullikenovy populaéni analyzy a takto ziskané profily volné
energie byly posléze porovnadny. Kumarin s nabojovym setem ze serveru PRODRG m¢l
dip6lovy moment 9,5 D, kumarin s Mullikenovymi naboji 6,0 D a kumarin s naboji RESP 4,9
D. Dipélovy moment kumarinu s naboji RESP blizce odpovida dipolovému momentu
kumarinu v plynné fazi (4,6 D), Mullikenovy néaboje jsou kompromisem mezi dipoélovym
momentem ve vodé (s dielektrickou konstantou &, = 78.39) a heptanem (g, = 1,92), které byly
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spocitdny metodou CPCM/B3LYP/cc-pVDZ a odpovidaji 6,7 a 5,4 D. Pokud uvazime tyto
hodnoty, jevi se dipolovy moment s naboji PRODRG jako velmi nadhodnoceny, coz vyrazné
ovliviiuje vyslednou simulaci. Hlavni energetické minimum kumarinu s RESP naboji je
v 1,29 nm (po 10 ns CF simulace), s Mullikenovymi naboji v 1,20 nm a s naboji PRODRG je
kumarin posunut smérem do vodného prostiedi do 1,62 nm (Obrazek 15). Hlavni minimum
volné energie kumarinu s RESP néaboji je také vyrazné hlubsi v porovnani s Mullikenovymi
nebo PRODRG néboji (AG™: 7.5; 5,6 a 3,3 kcal/mol) a opaéné se li§i penetradni bariéry
(AG™™: 3,1; 4,6 a 10,1 kcal/mol). Jak by se dalo oCekavat, penetraéni bariéra se vzristajicim
dip6élovym momentem roste, bariéra mezi vodou a lipidy klesa.
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Obrazek 15 Vievo: Profily volné energie pro kumarin s ndabojovym setem z PRODRG (Cervena),
Mullikenovy analyzy (modra) a RESP (Cerna) ziskané pomoci 10 ns CF simulace. Kumarin
s PRODRG naboji je posunut do vnéjsich casti membrany. Penetracni bariéra roste a bariéra
mezi vodou a lipidy se snizZuje se zvysujicim se dipolovym momentem.

Vpravo: Parcialni naboje na vdW povrchu atomii ziskané pomoci RESP, Mullikenovy analyzy
Jjsou rozmisteny po celé molekule, zatimco ndaboje PRODRG jsou umistény pouze na jedné
strane molekuly.

4.1.5 Srovnani s experimentalnimi daty

Podle naSich znalosti nebyl jest¢ samotny kumarin na membrané DOPC studovan
experimentalné, avSak studovany byly jeho derivaty na DMPC. Nékolik derivati kumarinu
bylo studovano pomoci NMR spektroskopie. Chemicky posun uhliki °C je totiz zavisly na
polarit€ prosttedi a ta je rizna v riiznych hloubkdch membrany. NMR experimenty ukazuji, Ze
7-acetoxy-4-metylkumarin leZi v membranach DMPC na hranici regioni 2 a3 (0,7 nm od
cholinovych dusikil, coZ odpovida cca 1,2 nm od sttedu membrany). Znacené uhliky (C2
a C4) jsou umistény 0,72 a 0,70 nm od cholinovych dusikti (1,18 a 1,20 nm od stiedu
membrany). DalSi derivadt kumarinu, 7-acetoxykumarin, se nachdzel vregionu 2, blize
k vodnému prostiedi. °C uhliky (C2 a C4) se nachazeji 0,44 a 0,59 nm od cholinového
dusiku, tj. 1,46 a 1,31 nm od stfedu membrany (Obrazek 16). Pivodni vzdalenosti uhlikti od
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povrchu membrany (které byly v citované studii pouzity) byly piepocitany na vzdalenosti od
sttedu membrany, aby byla zachovéna konzistence se zde prezentovanymi vysledky. Pro tento
ptepocet byla tloustka jedné vrstvy membrany stanovena na 1,9 nm, coz odpovida tloust’ce
DMPC membrany ve zdejSich MD simulacich.

Pro toto srovnani jsme pouzili nejvyhodnéjs$i simula¢ni protokol (CF). Po volné
simulaci kumarinovych derivatl ndsledoval kratky pulling a poté 10ns z-constraint simulace
(viz Metody). Profil volné energie 7-acetoxy-4-methylkumarinu ukazuje pozici minima v 1,0
nm od sttedu DMPC membrany s oblasti tepelného pohybu 0,8 — 1,3 nm (Obrazek 16). Tato
oblast souhlasi s oblasti, ve které se molekula vyskytuje dle NMR experimentu (1,2 + 0,1
nm). Pozice znacenych uhliki C2 a C4 ze simulaci (1,25 a 1,21 nm) rozumné odpovidaji
pozicim téchto uhliki pozorovanym v experimentu - 1,18 a 1,20 nm. Je ovSem nutno
podotknout, ze byl pozorovan flip-flop uhliku C4, ktery se vyskytuje prevazné¢ ve dvou
pozicich — druhé¢ maximum vyskytu je v 0,76 nm (cca 14 % populace).

Pozice minima volné energie t&zisté 7-acetoxykumarinu lezi 1,2 nm od stfedu
membrany, s tepelnym pohybem piti 310 K v rozmezi 0,75 — 1,35 nm. Vzdalenosti uhlikii C2
a C4 ze simulaci (1,34 a 1, 19 nm) opét odpovidaji pozicim téchto znacenych uhlikit v NMR
experimentu (1,46 a 1,31 nm).

Celkové vzato je mozné fici, ze vysledky MD simulaci dobie odpovidaji
experimentalnim datiim, co se tyc¢e polohy jednotlivych znacenych uhlikti i pfi srovnani poloh
obou derivati kumarinu — 7-acetoxy-4-metylkumarin se nachazi v membrané hloubéji nez 7-
acetoxykumarin.
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Obrazek 16
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Profily volné energie a struktury kumarinovych derivatii (7-acetoxy-4-metylkumarinu (a —
nahore) a 7-acetoxykumarinu (b — dole)) podél osy kolmé na membranu DMPC ziskané
pomoci CF simulace. Pozice znacenych '>C atomii pozorovanych NMR experimentem jsou
vyznaceny jako cervené (C4) a zelené (C2) body, pozice téchto atomii ziskané vypoctem jsou
vyznacené jako Cervené a zelené krivky a dobre odpovidaji experimentu.
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5. Diskuze

5.1 Membrany

Na rozdily ve vyslednych vlastnostech pouzitych model biologickych membran ma
vliv primérné sloZeni polarnich hlav. Membrana POPG je vyrazné€ uzsi neZ membrana DOPC.
Na jeden lipid ptipada v membrané POPG vétsi plocha nez v pripadé DOPC, celkova hustota
hmoty v membrané je v piipadé POPG niz8i. Tyto rozdily neni mozné pticitat rozdilnym
lipidovym fetézcum, jelikoz se vzristajici nenasycenosti acylovych fetézcti vzrista 1plocha
povrchu membrany, coz by mélo mit za nasledek vétsi plochu membrany DOPC. OvSem vétsi
plochu ma POPG, za vétSi plochu membrany mohou tedy polarni hlavy — jejich blizSimu
seskupeni mohou brénit jak jejich naboje, tak 1jiny objem polarnich hlav POPG oproti
DOPC. V negativné nabitych hlavach membrany POPG se vyskytuji hydrofilni 1 hydrofobni
casti, které se navzajem odpuzuji, zatimco polarni hlavy membrany DOPC obsahuji pouze
hydrofilni ¢astice s kladnymi 1zapornymi naboji, membrana je tak celkové elektroneutralni
a zaroven hustéji uspotfadana. V pribéhu simulace vstupuje voda do POPG hloubé¢ji a Castéji
nez do membrany DOPC, coz lze vidét 1z profilu hustot jednotlivych skupin (Obrazek 4) —
zatimco v membrané¢ DOPC je voda prakticky nezastoupena (prinik vody byl pozorovan
velmi ziidka), v membran¢ POPG tvoifi voda v priméru cca 5% hmoty vnitfnich Casti
membrany. Z téchto vlastnosti se da predpokladat, Zze polarni latky vstupuji do membrany
POPG snadnéji nezZ do DOPC.

5.2 Pozice molekul na membranach DOPC a POPG

Rychlost konvergence profili volné energie vyrazné klesa se vzrlstajici polaritou
molekul. Nabité molekuly (ibuprofen a 3-hydroxyibuprofen) vyzaduji del§i simulacni cas,
jelikoZ 1po 10 ns simulaci pomoci metody umbrella sampling dochdzi stale k vyraznym
zménam vyslednych sledovanych hodnot. Z nenabitych molekul byly prodluzovany prevazné
simulace molekul polarng;Sich (chlorzoxazon, 7-hydroxykumarin, paraxantin ...). Dalsi vliv
na nutnost prodluZzovani simulaci umbrella sampling méa zpiisob generovani startovnich
struktur (viz kapitola 5.3).

Pro vyhodnoceni volnych simulaci molekul na membranich je tieba dlouhy
simula¢ni ¢as. Volné simulace molekul byly dlouhé 20 ns, za tuto dobu jiz nékteré molekuly
dosahly oblasti svého energetického minima, dal$i ovSem obtiZnéji a pomaleji prostupovaly
oblasti polarnich hlav. Volné simulace byly vyuzity pouze pro generovani startovnich struktur
a nebyly dale vyhodnocovany.

Profily volné energie molekul v membrané DOPC obvykle sméfuji k jednomu
energetickému minimu v okoli polarnich hlav (pfipadné v regionu 3) ajednomu malému
lokdlnimu minimu uprostied membrany (Obrazek 8), kde je celkova hustota hmoty nizsi.
Zpocatku se v simulacich molekul na DOPC obvykle ukazuji dvé minima v blizkosti povrchu
membrany, z nichz jedno posléze zanikd (obvykle to vzdalen&j$i od stfedu membrany,
s vyjimkou paraxantinu, kde vzdalen¢j$i minimum nabyva s ¢asem naopak na dtleZitosti).
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V simulacich molekul na POPG se na pocatku simulace vyskytuji dvé energeticka
minima velmi zifidka, také se zde ovSem ziidka vyskytuje lokdlni energetické minimum
uprostied membrany a energie potrebnd k penetraci molekuly do stfedu membrany se blizi
energii vytvofeni vodného poru v membrané. Pokud molekula vstoupi hloubgji do membrany,
nasleduji ji molekuly vody, které (nejspiSe diky niz8i hustot¢ membrany POPG) pomérné
volné vstupuji i vystupuji z membrany a tim zvySuji energii penetrace AG™" (Obrazek 8).
Molekuly vnotfenych latek se nicméné v membrané POPG diky vodam vyskytuji blize
polarnimu prostiedi, coz méa za nasledek, ze AG™™ je v ptipadé POPG vyrazné nizsi nez u
membrany DOPC (Obrazek 9 a Obrazek 10).

Pfestoze je membrana POPG uzsi, nelze spolehlivé pozorovat bliz§i vzdalenost
molekul ke stfedu membrany. Pii srovnani relativni polohy latek (v procentech vzdalenosti
fosfori od stfedu membrany) se latky na membrané¢ POPG vyskytuji dale od stredu
membrany (Tabulka 5) nebo ve stejné relativni vzdalenosti (v ptfipad€ chlorzoxazonu,
kumarinu a paraxantinu). Pfi srovnani energetickych bariér je mozné pozorovat, ze bariéry
mezi vodou a membranou AG*" jsou v ptipadé POPG vyrazné niz§i nez u DOPC (s vyjimkou
7-hydroxykumarinu a chlorzoxazonu).

Dale je mozZné sledovat, ze zatimco v membran€¢ DOPC je Castym znakem lokalni
energetické minimum ve stfedu membrany, v membrané POPG se tak déje pouze v pripadé
7-hydroxykumarinu. Tento rozdil je mozné piipisovat vyssi hustoté lipidi ve sttedu POPG
membrany (region 4) v porovnani s DOPC membranou anaopak niz§i hustot¢ POPG
membrany v regionech 1 a 2 (Obrazek 4), kterymi do membrany snadnéji pronika voda (ta u
DOPC z membrany v pribéhu simulace postupné mizi).

Jednotlivé substraty se v membran€ DOPC vyskytuji hloub&ji nez jejich metabolity.
Substraty byly vybirany tak, abychom je mohli porovnat s jejich metabolity vytvaiené
v CYP. Vysledné produkty se jevi jako hydrofilngjsi molekuly. V priméru se substraty
vyskytuji cca 0 0,4 nm hloub¢ji v membrané nez ptisluSné metabolity (Obrazek 10). Tyto
vysledky podporuji hypotézu o selektivit¢ CYP a obzvlasté o rozdilnych pozicich vstupnich
a vystupnich kanalech z CYP.*!

Hydroxylace molekul (nebo demetylace v piipadé kofeinu) zpisobuje nejen jiné
umisténi téZist€ molekul, ale viditelné také jinou orientaci molekuly. Tim, Ze substraty mayji
obvykle jednu stranu molekuly polarnéjsi (a tedy maji vétSi dipolovy moment), jsou cCasto
orientované svou nejdelsi osou rovnobéZné s lipidovymi fetézci, pficemzZ jejich polarni
skupiny jsou nato€ené k polarnim hlavam lipidd (Obrazek 10). Hydroxylace molekul pak
vétSinou probihd na jiné strané molekul neZ u plivodnich polarnich skupin, ndboje jsou tudiz
vice rozloZené, aproto jsou metabolity orientovany vétSinou rovnobéZzné s povrchem
membrany, aby se ob¢ polarni ¢asti molekul vystavily do vodného prostiedi.

V ptipad¢ substratii a metaboliti na membrané POPG je rozdil v umisténi molekul
vyrazné mensi, substraty se v primeru vyskytuji o 0,2 nm hloubéji v membrané, ale v ptipadé
kofeinu a ibuprofenu (-1) se metabolity dokonce vyskytuji v membrané hloubéji nez ptislusné
substraty (Obrazek 9). Na rozdil v chovani latek na membranach ma ziejmé vliv snadné;si
prostupnost polarnich molekul (vody) polarnimi hlavami POPG membrany.
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Membrany DOPC a POPG se li8i také vrozdilech energetickych bariér mezi
substraty a metabolity. Na membrané DOPC je AG™™ substratii v priméru o 1,4 kcal/mol vétsi
nez AG™ metabolitl, zatimco na membrané POPG je AG"™™ substrati v priméru
0 0,6 kcal/mol vét$i nez metabolitd. AG™ je o 1,4 kcal/mol mensi nez AG" metaboliti
v piipadé membrany DOPC, v ptipadé membrany POPG je AG™™ substrati je o 0,6 kcal/mol
mensi nez AG"™" metaboliti (Obrazek 8 a Tabulka 5).

5.3 Konvergence profili volné energie u kumarinu
Abychom zjistili, jak dlouha simulace je pro urceni realnych pozic a energetickych
bariér zapotiebi, byl dikladné prostudovan systém kumarin — DOPC, na kterém byl studovan
vliv startovnich struktur a volba simulacni metody na konvergenci profili volné energie a
urceni pozice latky v membrané.

5.3.1 Ve volné simulaci ziistava kumarin prevazné mezi regiony 2 a 3

V pribéhu 5 volnych simulaci s celkovou délkou 3 ps kumarin preferoval oblast
dale neopustil. Kumarin se nejCastéji vyskytoval ve vzdalenosti 1,4 + 0,1 nm od stiedu
membrany — tj. na rozhrani regionti 2 a 3. Molekula byla obvykle orientovana svymi kysliky
k vod¢. Kumarin bez vétSich obtizi prochéazel z jedné strany membrany na druhou, v oblastech
energetickych minim (v obou vrstvach membrany) zlstaval fadové stovky ns, ve stfedu
membrany (v lokalnim minimu volné energie) zastaval kratce — jednotky ns. Celkova doba
piechodu mezi vrstvami membrany byla rychld — fadové nékolik (<20) ns.

Z grafu particnich koeficienta (tedy z relativni primérné hustoty vyskytu kumarinu)
lze wvycist vlastnosti penetrace kumarinu — konkrétnéji pozice energetickych minim,
kvalitativni srovnani vy$ky energetickych bariér — penetraéni (AG™) a mezi vodou a
membranou (AG™) . AG™' vypada na prvni pohled vy$si nez AGP™", jelikoz kumarin
neopustil prostfedi membrany, zato v§ak vicekrat pfekonal penetraéni bariéru AG™™ a piesel
do druhé vrstvy membrany. JelikoZ bylo vnitini prostfedi membrany pomérné dobie
prozkoumano, bylo mozné odhadnout vysSku penetracni bariéry: cca 2,1 kcal/mol. Je tieba
zdUraznit, ze tuto hodnotu je nutno brat s rezervou, jelikoz piechodli mezi vrstvami nebylo
tolik, aby vytvotily vhodny statisticky vzorek. Hodnota AG"" nemtize byt odhadnuta, jelikoz
nedoslo k zddnému spontannimu pifechodu z membrany do vodného prostiedi, pocatecni
vniknuti kumarinu do membrany ovSem poukazuje na absenci energetické bariéry pro
kumarin pti vstupu do membrany.

5.3.2 Kvalitativni srovnani profilii volné energie

Vysledné profily volné energie z fizenych simulaci (UP, CP, UF a CF) si navzdjem
odpovidaji, ale simulace se strukturami zvolné (nefizené¢) simulace davaji presnéjSi
informace. Hlavni energetické minimum kumarinu se nachazi v 1,44 + 0,09 nm, lokalni
energetické minimum je také ve sttedu membrany (Obréazek 12). Tato skutecnost je v souladu
s diiv&jsimi zjisténimi Bemporada a kol,** ktery podobnia minima uprostied membrany
pozoroval v ptipadé¢ malych molekul jako napt. voda nebo acetamid. Penetracni bariéra
potiebnd pro prechod stiedu membrany AGP™ ziskand fFizenymi simulacemi
(2,6 - 3,3 kcal/mol) byla blizko hodnoté zhruba odhadnuté pomoci volnych simulaci
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(2,1 kcal/mol). OvSem energeticka bariéra mezi vodou a lipidy uz spadala v pfipadé fizenych
simulaci do vyrazné¢ S§irS$i oblasti (a pomoci volné simulace nemohla byt urcena vibec).
Pomoci metody CF (kterd je pouzita jako referencni, jelikoz ptipadné artefakty odstranuje
rychleji, viz dale) byla uréena AG™™ jako 6,4 + 0,2 kcal/mol. Kvalitativni srovnani velikosti
bariér ziskanych fizenymi simulacemi sedi s pfedpokladem stanovenym z volnych simulaci,
7e AG™" je nizsi nez AG™.

5.3.3 Konvergence profili volné energie

Ukazali jsme zde, Ze profily volné energie jsou velmi vyrazné ovliviitovany volbou
startovnich struktur indslednou volbou fizenych simulaci. Simulace, které vychdzely ze
startovnich struktur z pullingu (CP a UP) obsahovaly deformace membrany, které byly
zpusobeny praveé tazenim kumarinu z vodného prostiedi (Obrazek 13). Podobné deformace jiz
byly v literatufe nékolikrat popsany a jsou povazovany za systematické chybové zatizeni
vypodti pomoci Fizenych simulaci. Napf. Neale et al.'” pozoroval deformace povrchu
membrany, kdyZ do ni byla vklddana nabitd molekula. My jsme pozorovali nalevkovité
prohnuti povrchu membrany, které bylo zplisobenou vodou hydratujici polarni ¢asti molekuly
kumarinu. Tato hydratace byla u kumarinu taZen¢ho do membrany vyrazné vyssi, neZ u
kumarinu samovolné¢ do membrany vstupujiciho. Membranové deformace zpiisobovaly
artificialni minimum (okolo 2,0 nm — region 2) v profilu volné energie (Obrazek 13). Ve
volné simulaci se ovSem kumarin vtomto ,minimu® nikdy nezdrZzel a ani nic jiného
nepoukazovalo na ptitomnost lokalniho energetického minima Obrazek 11).

Toto artificialni minimum bylo nejviditelnéjsi pti kratkych simulaénich ¢asech (<5
ns pro jedno simula¢ni okno), s postupujicim simulaénim casem mizelo (Obrazek 13).
Hlavnim divodem pomalé konvergence (a tedy i ¢asové narocnosti vypocti profilia volné
energie) bylo pomalé odstranovani pifebyte¢nych molekul vody zregionu 2. Pfitomnost
energetického minima (a jeho bariéry) méla také za nasledek podcenéni AG™ pti simulacich
se startovnimi strukturami z pullingu (CP a UP). Zatimco bariéry mezi vodou a lipidy AG™™
z volnych simulaci CF a UF se jevi jiz konvergované, v pfipadé puding simulaci nedoséhla
AG™ rovnovaznych hodnot ani za 50 ns v piipadé UP a dokonce ani za 100 ns v CP
simulaci). Za tento simula¢ni Cas se ovSem uZz vysky energetickych bariér ziskané vSemi
¢tyfmi metodami (CP, UP, CF a UF) navzajem vyrazng ptiblizily (Obrazek 12).

V tomto svétle se z-constraint simulace jevi jako efektivnéjsi, jelikoZ pfi jejim
pouziti bylo artificidlni minimum eliminovéano jiZz za 15 ns simulaci (pro jedno simula¢ni
okno), zatimco v simulacich UP bylo toto minimum pfitomno jesté po 50 ns simulaci. Je
velmi pravdépodobné, Ze pro polarnéjsi (pfipadné nabité¢) molekuly bude potieba jesté delsi
simulaéni &as, na coz poukazali napt. MacCallum®' nebo Neale,'” ktery potteboval 80 — 205
ns pro jedno simula¢ni okno, kdyz studoval nabité molekuly pomoci metody umbrella
sampling. nicméné pro nepolarni molekuly byla v nékterych ptipadech konvergence dosaZena
Jiz po 20 ns. Tyto vodni defekty se objevuji, pokud jsou pouzity nevyrovnané startovni
struktury. Vys8i u€innost simulaci constraint (v porovnani s umbrella sampling) jsou také
vsouladu sneddvnymi zjisténimi van Gunsterena,* Ze metoda constraint (vyuzivajici
prumérnou pouzitou silu) je nejefektivnéj§i metodou vypoctu profilu volné energie pri
proménné vzdalenosti molekuly vici jiné skupiné ¢i poloze.
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5.3.4 Parcialni naboje

I kdybychom pouzili idedlni fizenou simulacemi s idealnimi startovnimi strukturami,
bez vhodné volby parcidlnich nadboji bychom neziskali pfesné informace o systému. Silové
pole pro lipidy Berger (které vyuzivda Mullikenovy néboje spocitané metodou HF/6-31G*
v plynné f4zi) podava vlastnosti lipidi blizké experimentalnim hodnotam (jako plocha
potiebna pro jeden lipid, objem jednoho lipidu atp.). Parcidlni naboje kumarinu (nebo
ostatnich malych molekul) je ovSem nutné stanovit zvlast, jelikoZ nejsou soucasti
standardniho silového pole. VSeobecné by se dalo fici, ze atomové typy silového pole mohou
byt pouzity vcelku bez obtizi, ale samotny nabojovy set musi byt peclivé stanoven, jelikoz
muze do vypoctu vnést nezanedbatelnou systematickou chybu.

Pro test parcialnich naboji jsme pouzili tfi ndbojové sety (se stejnymi atomovymi
typy 1iostatnimi parametry silového pole): jeden vygenerovan pomoci serveru
PRODRG2Beta, druhy piifazenymi pomoci Mullikenovy populacni analyzy a tfeti pomoci
metody RESP na elektrostatickém potencidlu vypocitaném metodou B3LYP/cc-pVDZ
v plynné fazi. Pii pohledu na vysledky je mozZzné fici, Ze zvySenim dipdlového momentu
(pouzitim PRODRG nebo Mullikenovych naboji) se snizuje AG™™ a zvysuje AG*™" (Obrazek
15). Tato zjiSténi souhlasi s pfedpokladem, Ze polarnéjSi molekuly (s PRODRG nebo
Mullikenovymi naboji ve srovnani s RESP naboji) budou vice preferovat vodné prostredi.

To samo o sob¢ jesté neodpovida na otazku, které naboje jsou vhodnéjsi pro pouziti
pii membranovych simulacich. KaZzdopadné pouziti PRODRG naboji vede k pfecenéni
dipolového momentu, pouziti téchto naboji vede také k nerealistickému rozdéleni latek na
rozhrani cyklohexan/voda, jak ukézal Lemkul et al.”* Tato preference vodného prostiedi u
nabojoveho setu PRODRG je v souladu 1 s nasim pozorovanim. Celkové vzato naboje ziskané
metodou RESP se jevi jako vhodné€j$i pro membranové simulace malych molekul nez naboje
ziskané¢ se serveru PRODRG. Otazkou ovSem nadale zastava, zdali by naboje mély byt
generovany v plynné fazi ¢i v implicitnim solventu, pfipadné zda mohou byt bez potizi
kombinovatelné se silovym polem Berger a atomovymi typy v ném obsazenymi.
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6. Zavér

V této praci byly prostudovéany profily volné energie substratt lidskych cytochromi
P450 (CYP) ajejich metaboliti na membranach dioleoylfosfatidylcholinu (DOPC)
a palmitoyloleoylfosfatidylglycerolu (POPG). Bylo zjisténo, ze substraty CYP jsou
v membranach umisténé v primeéru hloubé€ji nez jejich ptisluSné metabolity. Toto zjisténi
podporuje hypotézu, ze pro vstup substratu a vystup metabolitu z CYP jsou pouzivany jiné
tunely a jejich umisténi mize mit vliv na selektivitu CYP. Dale bylo zjisténo, Ze se molekuly
v membran€ orientuji prednostné svymi poldrnimi skupinami k polarnim hlavam lipidd.
Molekuly se déle li§i prichodnosti riznymi membranami, jak bylo ukdzano na srovnani
DOPC a POPG, coz miiZe mit vyrazny vliv na cileni 1é€iv na konkrétni organ, organelu ¢i
organismus — napfi. bakterie.

V druhé ¢asti prace byly analyzovany artefakty vznikajici generovanim startovnich
struktur pomoci tazeni molekuly do membrany (pullingu). Tento proces vede k dvéma
minimim energie v oblasti polarnich hlav, které se ve vysledném profilu nevyskytuji,
pouzijeme-li pro generovani startovnich struktur volnou simulaci. Tento artefakt byl ovSem
vyrazné€ rychleji odstranén, pokud byla jako fizena simulace pouZita metoda z-constraint. Pro
dalsi praci tudiz navrhujeme nasledujici simulaéni protokol:

e Vypocet parcidlnich ndboji molekuly pomoci metody RESP

e Volnd simulace molekuly vokoli membrany (nevnikne-li molekula dostatecné
hluboko do membrany, je vhodné pouzit pomaly pulling ( <I nmwns”) se slabou
silovou konstantou (< 500 kJ-mol™-nm™))

e Simulace constraint s alesponl 10 ns pro kazdé simulacni okno

o Pro hruby odhad profilu volné energie Ize pouzit simula¢ni okna se vzajemnou
vzdalenosti az 0,4 nm.

o Pro pfesny popis profilu volné energie je vhodnéj$i pouzit vzdjemnou
vzdalenost 0,1 nm mezi simulaénimi okny
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8. P¥ilohy

Jako pftilohy pfikladdm komentované parametry jednotlivych simulaci a publikaci s
vysledky pro konvergenci zanotfeni kumarinu v membrang.

8.1 Parametry simulaci (mdp)

8.1.1 Volna simulace
; Zakladni parametry simulace

integrator =md ; Metoda - molekulova dynamika; leap-frog algoritmus
tinit =0 ; PocateCni Cas

dt =0.002 ; Simulaéni krok = 2 fs

nsteps = 10000000 ; Celkova délka simulace v poctech krokl = 20 ns
comm-mode = Linear ; Odstranuje posun tézisté v osach x, y, z

nstcomm =500 ; Frekvence odstranovani posunu t&ézisté = 1 ps

; Parametry vystupnich soubort

; do *.trr trajektorie se nezapisuji polohy, rychlosti ani sily
nstxout =

nstvout =0

nstfout =

; Zapis energie
nstlog =500 ; Energie se do *.log souboru zapisuje kazdou 1 ps
nstenergy =500 ; Energie se do *.edr souboru zapisuje kazdou 1 ps

; Zapis souboru *.xtc
nstxtcout =500 ; Do xtc trajektorie se zapisuji polohy kazdou 1 ps

Xtc-precision = 1000 ; Pfesnost xtc trajektorie = 1 pm

; Parametry hledani sousednich atomt pro vypocet nekovalentnich interakci

nstlist =10 ; Kazdych 10 krokt je provedeno hledani sousednich atomi
ns_type = grid ; Sousedni atomy jsou hledany dle miizky

pbc = Xyz ; Periodické okrajové podminky ve vSech smérech
periodic_molecules  =no ; Systém neobsahuje periodické molekuly

rlist =0.9 ; Jako blizké sousedni atomy jsou uvazovany atomy do

vzdalenosti 0,9 nm

; Elektrostatika a vdW interakce

coulombtype =PME ; Particle-Mesh Ewaldova metodu vypoctu elektrostatiky
rcoulomb =0.9 ; Coulombicky cut-off ve vzdalenosti 0,9 nm

vdw-type = Cut-off

rvdw =1.0 ; Lennardtiv-Jonestuv potencial uvazovan do 1 nm

; Parametry vypoctu elektrostatickych interakci

pme_order =4 ; Rad Ewaldovy sumace
ewald rtol = le-05 ; Tolerance Ewaldovy sumace
optimize fft =yes ; Optimalizace Fourrierovy transformace pro vypocet

Ewaldovy sumace

; Termostat udrzuje teplotu systému 300 K pomoci $skalovani rychlosti



tcoupl = V-rescale

te-grps = system ; Teplota udrzovana pro cely systém dohromady
tau_t =0.1 ; Kazdych 0,1 ps je aktualizovan termostat
ref t =300 ; Referen¢ni teplota v Kelvinech

; Anizotropicky Berendsentliv barostat je aktualizovan kazdych 10 ps

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = anisotropic

tau p =10

compressibility =4.5¢-54.5¢-54.5¢-5000 ; Kompresibilita (1/bar)

ref p =1.01.01.0000 ; Tlak (bar) v osach x, y, z, Xy, Xz, yz

; Na pocatku simulace jsou nahodné vygenergovany rychlosti pti teploté 300 K
gen vel = yes

gen_temp =300

gen seed = 173529

; Na vSechny vazby je pouzit LINCS algoritmus
constraints = all-bonds
constraint-algorithm = Lincs

8.1.2 Pulling

; Zakladni parametry simulace

integrator =md ; Metoda - molekulova dynamika; leap-frog algoritmus
dt =0.002 ; Simulaéni krok = 2 fs

tinit =0 ; PocateCni Cas

nsteps = 3000000 ; Délka simulace = 6 ns

nstcomm =1 ; Frekvence odstranovani posunu tézisté

comm_mode = Linear ; Odstranuje posun téziste

; Parametry vystupnich soubort
; frekvence zapisu poloh (x), rychlosti (v) a sil (f) do *.trr

nstxout = 10000 ; Kazdych 20 ps

nstvout = 10000

nstfout =500 ; Kazdou 1 ps

; Zapis souboru *.xtc a *.edr

Nstxtcout =500 ; Do xtc trajektorie se zapisuji polohy kazdou 1 ps
nstenergy =500 ; Energie se do *.edr soubory zapisuji kazdou 1 ps

; Vazebné parametry
constraints = all-bonds

; Parametry hledani sousednich atomi

nstlist =5 ; Kazdych 5 kroki je provedeno hledani sousednich atomt
ns_type = grid ; Sousedni atomy jsou hledany dle miizky
rlist =14 ; Blizci sousedé jsou uvazovani do vzdalenosti 1,4 nm

; Elektrostatika a vdW interakce

coulombtype =PME ; Particle-Mesh Ewaldova elektrostatika
rcoulomb =14 ; Coulombicky cut-off v 1,4 nm
vdw-type = Cut-off

rvdw =1.4 ; LJ potencial uvazovan do 1,4 nm



; Parametry vypoctu elektrostatickych interakci

pme_order =4 ; Rad Ewaldovy sumace
ewald rtol = le-05 ; Tolerance Ewaldovy sumace
optimize fft =yes ; Optimalizace Fourrierovy transformace pro vypocet

Ewaldovy sumace

; Termostat udrzuje teplotu systému 310 K pomoci $skalovani rychlosti

tcoupl = V-rescale

te-grps = system ; Teplota udrzovana pro cely systém dohromady
tau_t =0.1 ; Kazdych 0,1 ps je aktualizovan termostat

ref t =310

; Anizotropicky Berendsentiv barostat je aktualizovan kazdych 10 ps

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = anisotropic

tau p =10

compressibility =4.5¢-54.5¢-54.5¢-5000 ; Kompresibilita (1/bar)

ref p =1.01.01.0000 ; Tlak (bar)

; Na pocatku simulace jsou nahodné vygenergovany rychlosti pti teploté 300 K
gen vel = yes

gen_temp =300

gen seed = 173529

; Pull code

pull = umbrella ; PouZit harmonicky potencial
pull_geometry = position ; Aplikovano tazeni podél pull_vecl
pull_vecl =00-1 ; Vektor podél osy z (+1 nebo -1)
pull_start =yes ; Pocatek harmonického potencialu ve vzdalenosti pii t=0
pull_ngroups =1 ; Potencial je aplikovan na jednu skupinu
pull _group0 =DOPC ; Referenc¢ni skupina

pull_groupl = DRG ; Skupina, na kterou je aplikovan potencial
pull ratel =0.001 ; 0.001 nm/ps = 1 nm/ns

pull ki = 10000 ; Silova konstanta = 10 000 kJ mol” nm™

8.1.3 Umbrella sampling

; Zakladni parametry simulace

integrator =md ; Metoda - molekulova dynamika; leap-frog algoritmus
dt =0.002 ; Simulaéni krok = 2 fs

tinit =0 ; PocateCni Cas

nsteps = 2625000 ; Simula¢ni ¢as = 5.250 ns - 250 ps na ekvilibraci
nstcomm =1 ; Frekvence odstranovani posunu tézisté

comm_mode = Linear ; Odstranuje posun téziste

; Parametry vystupnich soubort
; do *.trr trajektorie se nezapisuji polohy, rychlosti ani sily

nstxout =0
nstvout =0
nstfout =0

; Zapis souboru *.xtc a *.edr
nstxtcout =500 ; Do xtc trajektorie se zapisuji polohy kazdou 1 ps
nstenergy =500 ; Energie se do *.edr soubory zapisuji kazdou 1 ps



; Vazebné parametry
constraints = all-bonds

; Parametry hledani soused

nstlist =5 ; Kazdych 5 krokd je provedeno hledani sousedt
ns_type = grid ; Sousedé jsou hledani dle miizky
rlist =1.4 ; Blizci sousedé jsou uvazovany do 1,4 nm

; Elektrostatika a vdW interakce

coulombtype =PME ; Particle-Mesh Ewaldova elektrostatika
rcoulomb =14 ; Coulombicky cut-off v 1,4 nm
vdw-type = Cut-off

rvdw =1.4 ; LJ potencial uvazovan do 1,4 nm

; Parametry vypoctu elektrostatickych interakci

pme_order =4 ; Rad Ewaldovy sumace
ewald rtol = le-05 ; Tolerance Ewaldovy sumace
optimize fft =yes ; Optimalizace Fourrierovy transformace pro vypocet

Ewaldovy sumace

; Termostat udrzuje teplotu systému 310 K pomoci $kalovani rychlosti

tcoupl = V-rescale

te-grps = system ; Teplota udrzovana pro cely systém dohromady
tau_t =0.1 ; Kazdych 0,1 ps je aktualizovan termostat

ref t =310

; Anizotropicky Berendsentiv barostat je aktualizovan kazdych 10 ps

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = anisotropic

tau p =10

compressibility =4.5¢-54.5¢-54.5¢-5000 ; Kompresibilita (1/bar)

ref p =1.01.01.0000 ; Tlak (bar)

; Na pocatku simulace jsou nahodné vygenergovany rychlosti pti teploté 300 K

gen vel = yes

gen_temp =300

gen seed = 173529

; Pull code

pull = umbrella ; Je pouzit harmonicky potencial

pull _geometry = distance ; Je uvazovana vzdalenost mezi dvéma skupinami
pull_dim =NNY ; Potencial je aplikovan v ose z

pull_start =yes ; Pocatek harmonického potencialu ve vzdalenosti pii t=0
pull_ngroups =1 ; Potencial je aplikovan na jednu skupinu

pull _group0 =DOPC ; Referenc¢ni skupina

pull groupl =DRG ; Skupina, na kterou je aplikovan potencial

pull k1 = 2000 ; Harmonicka konstanta = 2 000 kJ mol*-1 nm"-2

8.1.4 Z-constraint
; Zakladni parametry simulace

integrator =md ; Metoda - molekulova dynamika; leap-frog algoritmus
dt =0.002 ; Simulaéni krok = 2 fs
tinit =0 ; PocateCni Cas

-V -



nsteps = 2625000 ; Simula¢ni ¢as = 5.250 ns - 250 ps na ekvilibraci
nstcomm =1 ; Frekvence odstranovani posunu tézisté
comm_mode = Linear ; Odstranuje posun téziste

; Parametry vystupnich souborti

; do *.trr trajektorie se nezapisuji polohy, rychlosti ani sily
nstxout =

nstvout =0

nstfout =

; Zapis souboru *.xtc a *.edr
nstxtcout =500 ; Do xtc trajektorie se zapisuji polohy kazdou 1 ps

nstenergy =500 ; Energie se do *.edr soubory zapisuji kazdou 1 ps

; Vazebné parametry
constraints = all-bonds

; Parametry hledani sousedu

nstlist =5 ; Kazdych 5 kroki je provedeno hledani sousedt
ns_type = grid ; Sousedé jsou hledani dle miizky
rlist =1.4 ; Blizci sousedé jsou uvazovany do 1,4 nm

; Elektrostatika a vdW interakce

coulombtype =PME ; Particle-Mesh Ewaldova elektrostatika
rcoulomb =14 ; Coulombicky cut-off v 1,4 nm
vdw-type = Cut-off

rvdw =1.4 ; LJ potencial uvazovan do 1,4 nm

; Parametry vypoctu elektrostatickych interakci

pme_order =4 ; Rad Ewaldovy sumace
ewald rtol = le-05 ; Tolerance Ewaldovy sumace
optimize fft =yes ; Optimalizace Fourrierovy transformace pro vypocet

Ewaldovy sumace

; Termostat udrzuje teplotu systému 310 K pomoci $kalovani rychlosti

tcoupl = V-rescale

te-grps = system ; Teplota udrzovana pro cely systém dohromady
tau_t =0.1 ; Kazdych 0,1 ps je aktualizovan termostat

ref t =310

; Anizotropicky Berendsentiv barostat je aktualizovan kazdych 10 ps

Pcoupl = berendsen

Pcoupltype = anisotropic

tau p =10

compressibility =4.5¢-54.5¢-54.5¢-5000 ; Kompresibilita (1/bar)

ref p =1.01.01.0000 ; Tlak (bar)

; Na pocatku simulace jsou nahodné vygenergovany rychlosti pii teploté 300 K

gen vel = yes

gen_temp =300

gen seed = 173529

; Pull code

pull = constraint  ; Je pouZzita simulace z-constraint

pull _geometry = distance ; Je uvazovana vzdalenost mezi dvéma skupinami
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pull_dim =NNY ; Vzdalenost je zafixovana podél osy z ...

pull_start =yes ; ... ve vzdalenosti v Case t=0

pull_ngroups =1 ; Vzdalenost je fixovana pro jednu skupinu

pull _group0 =DOPC ; Referencni skupina

pull groupl =DRG ; Skupina, ktera je zkoumana metodou z-constraint

8.2 Clanek
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ABSTRACT: Atomistic molecular dynamics (MD) simulations of druglike molecules embedded in lipid bilayers are of
considerable interest as models for drug penetration and positioning in biological membranes. Here we analyze partitioning of
coumarin in dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) bilayer, based on both multiple, unbiased 3 ys MD simulations (total length)
and free energy profiles along the bilayer normal calculated by biased MD simulations (~7 s in total). The convergences in time
of free energy profiles calculated by both umbrella sampling and z-constraint techniques are thoroughly analyzed. Two sets of
starting structures are also considered, one from unbiased MD simulation and the other from “pulling” coumarin along the
bilayer normal. The structures obtained by pulling simulation contain water defects on the lipid bilayer surface, while those
acquired from unbiased simulation have no membrane defects. The free energy profiles converge more rapidly when starting
frames from unbiased simulations are used. In addition, z-constraint simulation leads to more rapid convergence than umbrella
sampling, due to quicker relaxation of membrane defects. Furthermore, we show that the choice of RESP, PRODRG, or Mulliken
charges considerably affects the resulting free energy profile of our model drug along the bilayer normal. We recommend using z-
constraint biased MD simulations based on starting geometries acquired from unbiased MD simulations for efficient calculation
of convergent free energy profiles of druglike molecules along bilayer normals. The calculation of free energy profile should start
with an unbiased simulation, though the polar molecules might need a slow pulling afterward. Results obtained with the

recommended simulation protocol agree well with available experimental data for two coumarin derivatives.

B INTRODUCTION

Passive transport of drugs through membranes is the main
process limiting their penetration into cells (in the absence of a
specific active transporter) and thus a key step in their
administration to the bodies of humans (and animals).
Diffusion through membrane and partitioning between water
and membrane phases are the key properties for this passive
transport affecting kinetics and thermodynamics of permeation
process,"”” respectively. Further, the equilibrium position of
specific drugs in target membranes also affects their metabolism
and transport (both active and passive).*”>

The composition of biological membranes is complex and
diverse, varying substantially among the outer and inner leaflets
of both organelles and organs.”” They consist of proteins and
lipids, in approximately equal mass proportions.® While
proteins are responsible for active transport and signaling,
lipids pose the main barrier to passive membrane transport.
The most important membrane for drug administration is the
plasma membrane, through which drugs must penetrate to
reach the internal milieu of target cells. However, mitochondrial
and endoplasmic reticulum membranes are also involved in
drug metabolism because they accommodate various drug-
metabolizing enzymes (e.§., cytochromes P450 and UDP-
glucuronosyltransferases).>”'® The most abundant lipids in
mammalian membranes are phosphatidylcholines (PC),
although phosphatidylserines, phophatidylethanolamines,
sphingomyelins, and cholesterol are also present,'’ thus PC
bilayers are commonly used as simple membrane models.
However, it must be remembered that in vivo membranes are
much more complex, so results obtained using such simple
models should be interpreted cautiously.

- ACS Publications  © 2012 American Chemical Society

Several structural frameworks of lipid bilayers have been
proposed, including the four-region model of Marrink and
Berendsen'” and others presented by Neale et al."* and Orsi et
al."* The four-region model, applied in the study presented
here, describes the physicochemical properties and densities of
lipids in the following four regions along a bilayer’s normal axis
(Figure 1):

(i) The low headgroup density region (hereafter region 1), a
polar zone with similar transport conditions to water,
from the point where head groups are first encountered
(at minimal density) and ending where the densities of
head groups and water are comparable.

(i) The highly structured high headgroup density region
(region 2), from the point where region 1 ends to the
point closer to the bilayer center where the density of
water decreases to below 1% and bulklike water
disappears. Strong Coulombic interactions between
polar groups keep polar molecules in the first two
regions.

(iii) The high density of acyl chains region (region 3) is
hydrophobic. Double bonds of unsaturated lipids are
typically localized in this region.

(iv) The fourth, low density of acyl chains region (region 4),
resides in the middle of the bilayer and terminal methyl
groups are primarily located in this region. Here,
movement of all molecules is faster due to its low
density. The two hydrophobic acyl chain regions are
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Figure 1. Upper left panel (a): density profile of DOPC bilayer along the normal to the lipid bilayer plane showing densities of the complete system
(black), water (blue), DOPC (red), phosphates (magenta), cholines (cyan), carbonyls (green), and terminal carbons (dark blue). Lower left panel
(b): free energy profile of coumarin along the DOPC bilayer normal calculated from constraint simulation with initial structures obtained by free
simulation (CF). The calculated bilayer center penetration barrier, AGP®", and water/lipids barrier, AG*™, are labeled. The free energy profile was
calculated for one bilayer leaflet and was symmetrized to the other one, the densities of the system were symmetrized along the middle of the bilayer.
The vertical bins labeled by numbers denote four bilayer regions: 1 — low density of head groups (2.2—2.9 nm), 2 — high density of head groups
(1.45—2.2 nm), 3 — high density of acyl chains (0.5—1.45 nm), and 4 — low density of acyl chains (0—0.5 nm). Right panel (c): structure of DOPC
bilayer, together with snapshots of coumarin initial structures. Carbons are colored in cyan, oxygens red, and hydrogens white. The olive and blue

balls represent DOPC phosphate and nitrogen atoms.

believed to form the main barrier for most druglike
molecules, which are often water-soluble.**¢

Molecular dynamics (MD) simulations can be used to
estimate the equilibrium position of a drug in a lipid bilayer, its
partition coefficients and diffusion coefficients simultaneously
at subpicosecond and atomic resolution.*'¥'”'® The partition-
ing and mean position can be well described by a free energy
(AG) profile along the normal to the lipid bilayer,”'>'*"" also
known as a potential of mean force (PMF). In principle, such
free energy profiles can be calculated from partitioning values
obtained by long unbiased simulation. However, this approach
only provides reliable free energy profiles when all states along
the AG profile are thoroughly sampled. This is challenging for
unbiased MD simulations, because they usually do not sample
adequately at the available simulation time scales. The sampling
problem is based on the dependence of probability of drug
crossing a membrane on the energy barrier for this
phenomenon. The probability of membrane crossing decreases
exponentially with the energy barrier (Eq. S1 in the Supporting
Information). If a barrier for a drug crossing a membrane is
higher than ~10 kcal/mol, the statistical probability of
spontaneous membrane crossing is very low within typical
time scales (hundreds of nanoseconds) accessible by unbiased
atomistic MD simulations. Therefore during unbiased MD
simulations, the polar molecules do not usually enter freely the
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deeper parts of bilayer and the nonpolar molecules do not
sample enough of the area of bulk water.

Free energy profiles can also be calculated by biased MD
simulations. Great advances have been made in this field in
recent years, and numerous methods for obtaining free energy
profiles have been developed, including umbrella sampling,'®"”
z-constraint method,'>!#!517:18:22:23 metadynarnics,z‘*’25 adap-
tive biasing force,zé’27 particle insertion,”* and others.”®*
However, although these techniques undoubtedly enhance
sampling, all of them have drawbacks for estimating free energy
profiles along bilayer normals. For example, in an analysis of
interactions between charged and neutral forms of ibuprofen
and aspirin with a dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC)
bilayer, Boggara and Krishnamoorti'® noted that the drugs
(especially charged forms) caused deformations of the lipid
bilayer in z-constraint simulations. Similarly, MacCallum et al.*°
observed “water defects” at the water—lipid interface in
umbrella simulations applied for calculating free energy profiles
of amino acids along the normal of a dioleoylphosphatidylcho-
line (DOPC) bilayer. Such deformation of lipid bilayer in
simulations was recently analyzed by Neale et al., who identified
it as a systematic sampling error of considerable interest. Neale
and co-workers stressed that this systematic sampling error
complicated the convergence of free energy profiles of druglike
molecules along lipid bilayer normals, especially for charged
molecules.
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As this systematic error may also originate during the
generation of starting structure sets used for biased MD
simulations, this issue has been addressed in several previous
studies using various strategies. Neale et al." used an inflategro
procedure,®’ in which (briefly) a pre-equilibrated bilayer is
expanded, a molecule of interest is inserted, and the bilayer is
compressed and re-equilibrated. Boggara and Krishnamoorti'®
inserted molecules into a lipid bilayer manually using the VMD
visualization program.’” Other approaches for generating
starting structures have included growing the molecule inside
the bilayer from zero size,'* pulling simulation,” snapshots from
unbiased simulation,> and estimation of reaction coordinates
using metadynamics.”* However, no methodological analyses of
this problem have been previously published.

Here, based on an examination of the embedding of a
nonpolar druglike molecule (coumarin; 1,2-benzopyrone) in
DOPC bilayer, we show that systematic sampling error is
difficult to avoid, but it can be reduced by using appropriate
biased simulation and initial structure set generation method.
Coumarin naturally occurs in diverse plants, including tonka
beans (Dipteryx odorata), vanilla grass (Anthoxanthum odor-
atum), sweet woodruff (Galium odoratum), sweet clover
(Meliotus L.), sweet grass (Hierochloe odorata), and cassia
cinnamon (Cinnamomum aromaticum). It is absorbed by
humans both orally from food and through the skin from
perfumes. Further, it is a valuable test substance because it is a
small, planar, rather rigid, nonpolar (logP,/wa 1.39°%),
biologically significant druglike molecule, as its skeleton can
be recognized in many drugs (e.g, the anticoagulant warfarin
and antispasmodic/insecticide hymecromone>) and other
biologically active compounds (e.g, scopoletin). Therefore,
coumarin is an ideal model for assessing the quality of various
methods for calculating AG profiles of small low-polar druglike
molecules along normals of lipid bilayers. DOPC bilayer has
been previously used as a model of endoplasmic reticulum
membrane, in which coumarin is metabolized by membrane-
anchored Cytochrome P450 2A6.°%%

The main aim of the study was to identify the mean position
of coumarin in DOPC bilayer from calculations of free energy
profiles using different biased MD simulations and different sets
of initial structures. We also discuss convergence, advantages
and disadvantages of z-constraint, and umbrella sampling
methods using starting structures obtained by pulling and
unbiased simulations. We focus on the systematic bias caused
by choice of the initial structure set and the possibilities of
avoiding this bias. The effect of choice of partial charges is also
analyzed and results of biased and unbiased MD simulations (3
us in total) are compared. Finally, a robust simulation protocol
for obtaining a convergent free energy profile along a bilayer
normal is suggested and tested against available experimental
data for two coumarin derivatives embedded in dimyristoyl-
phosphatidylcholine (DMPC) bilayer.

B METHODS

The structure and topology of coumarin (1,2-benzopyrone;
CAS number 91-64-5) was generated by the PRODRG2 Beta
server™ using the GROMOS 53a6 forcefield.** However,
partial charges assigned by PRODRG have been found to lead
to unrealistic partitioning between water and cyclohexane
phases.*® As the partial charges used can introduce another
systematic error into free energy calculations, we addressed this
problem by also using Mulliken partial charges and restrained
fit of electrostatic potential (RESP) partial charges. The RESP
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partial charges were successfully adopted by the second
generation of AMBER family force fields. The electrostatic
potential (ESP) and ESP partial charges were calculated by
applying B3LYP/cc-pVDZ method to coumarin geometry
optimized at the same level of theory in Gaussian 03.*' RESP
fit*> was implemented by Antechamber from the AMBER 11
software package.*’ Mulliken partial charges, that were adopted
by Berger lipid force field,** were calculated at the HF/6-31G*
level in gas phase. Hereafter, all mentioned coumarin charges
are RESP charges, except those explicitly named as PRODRG
or Mulliken charges.

The lipid bilayer, as prepared and equilibrated by Siu et al,*
contained 128 DOPC molecules, 64 in each leaflet, with a
structure generated by the Lipidbook server.*® The bilayer was
oriented perpendicularly to the z-axis of the simulation box and
equilibrated for another 10 ns by a free MD simulation. Water
and salt (NaCl) were added to give a physiological
concentration, of 0.154 M, of salt in the aqueous phase
(excluding the lipid bilayer from the volume calculation). The
equilibrated box contained 5,188 molecules of Flexible Simple
Point Charge (SPC) water,”” 19 Na* and 19 CI” ions. The
equilibrated surface area per lipid was 0.638 nm?, and the start
of the z-axis was set in the middle of the bilayer.

The GROMACS 4.0.7 package*® and united atom Berger
lipid force field* were used for MD simulations. The latter
reduces the number of atoms in simulations, as it merges
nonaromatic and nonpolar hydrogens with their carbons. This
simplification likely results in higher diffusion coefficients than
those observed in all-atom model simulations.*” Berger lipid
force field** uses the Mulliken partial charges calculated at the
HF/6-31G* level (in gas phase).*° Simulations were taken with
2-fs integration time steps under periodic boundary conditions
in all directions, with particle-mesh Ewald (PME) electro-
statics,”' a van der Waals cutoff at 1 nm, bond constraints
determined by the LINCS algorithm,52 V-rescale temperature
coupling53 to 310 K, and Berendsen anisotropic pressure
coupling®™ to 1 bar with 10 ps time constant and
compressibility of 4.5 X 1075 bar™".

A coumarin molecule was placed at the top of the simulation
box, a 0.5 ns MD simulation was executed to pre-equilibrate the
system, then five independent MD simulations with a total time
of 3 us were generated. From the pre-equilibrated simulation
two sets of starting frames for biased MD simulations were
generated: one by pulling coumarin to the bilayer center and
the other from unbiased MD simulation. The first set of starting
frames for biased MD simulations was obtained by pulling the
center-of-mass (COM) of coumarin against that of the lipid
bilayer (in its center). Coumarin was pulled along the bilayer
normal (the z-axis) for 6 ns using a pulling force constant of
10,000 kJ-mol~"snm™? (2,390 kcal-mol'-nm™?) and pulling rate
of 1 nm-ns™". Pulling applies a harmonic potential on molecule
and moves the center of this potential with a given pull rate.
Starting positions were collected as snapshots from the pulling
simulation, spaced 0.1 #+ 0.02 nm apart along the z-axis from
the area of bulk water (4 nm from the bilayer center) to the
middle of the bilayer. From the structures at one distance bin,
the structure with the lowest potential energy was chosen as the
starting frame for biased MD simulations at a given distance
from the center of the lipid bilayer. Hereafter, constraint and
umbrella simulations with initial structures generated by pulling
simulations are referred to as constraint-pulling (CP) and
umbrella-pulling (UP), respectively.

dx.doi.org/10.1021/ct2009208 | J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 1200—1211
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Figure 2. Density profiles of DOPC (blue dash-dotted curves) and coumarin calculated from unbiased MD simulations (3 s in total; red dashed
curves) and from the free energy profile acquired by the CF method (green dotted curve). The density profiles of coumarin obtained from both
methods match each other well (upper panel — a). Free energy profiles obtained from biased simulations (lower panel — b). Both umbrella (UP —
black curve and UF — red curve) and constraint (CP — dotted blue curve and CF — dotted green curve) simulations provide free energy minima
positions for coumarin that overlap well with the maximum density calculated from the free simulation (cf. upper panel — a). The free energy profiles
were calculated for one bilayer leaflet and were symmetrized to the other one; the density was symmetrized along the middle of the bilayer. UP and
UF refer to umbrella simulations with initial structures obtained by pulling and free unbiased simulation, respectively; CP and CF refer to constraint

simulation with pulling and free initial structures, respectively.

In the other approach for generating starting frames, in which
free unbiased simulation (20 ns long) was applied, spontaneous
coumarin penetration through the DOPC bilayer was observed.
Starting frames (spaced 0.1 + 0.02 nm apart along the z-axis
with the lowest potential energy of the structure at the
respective points) for umbrella and constraint simulations were
chosen as described above. Simulations with these starting
structures are henceforth referred to as umbrella-free (UF) and
constraint-free (CF), respectively.

With both sets of starting frames, umbrella sampling and
constraint simulations (164 simulation windows in total) were
carried out as described below for 30 ns per simulation window,
except for simulation bins in the 1.0—2.5 nm z-axis region (for
which simulation was prolonged for S0 ns, or up to 100 ns for
CP and CF simulations, giving in the latter cases up to 6.9 us of
biased simulation in total).

In umbrella sampling a harmonic potential is applied
between COMs of two groups of molecules, here the drug
coumarin and DOPC lipid bilayer. The distance between
COMs of coumarin and DOPC was restrained by a harmonic
force constant of 2,000 kJ-mol™'nm™> (477.9 kcal-mol™"-
nm™?2). The force applied on coumarin was proportional to the
square of the displacement from its original position, and a free
energy profile was calculated from eq 1*°°

AG(z) = —RT In P(z) + U(z) (1)

where P(z) and U(z) are the coumarin distribution and biasing
potential along the bilayer normal, respectively. The force
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constant and distance between simulation windows were
chosen to achieve equal sampling, as the presence of regions
with low sampling density increases the error of umbrella
sampling. Forces acting on coumarin were analyzed, and the
free energy profile was reconstructed by the weighted
histogram analysis method (WHAM)* using the g wham
program.>

We also calculated a free energy profile from constraint
simulations."*">'® In this approach, the distance between
COMs of the drug and lipid bilayer was constrained, and the
constraint force was monitored. Free energy was then
calculated from eq 2*'%'7%7

z
A = —
G(Z) /olutside ()

where the mean force applied on the molecule (E(z)); in
certain bilayer depth 2’ is integrated along the bilayer normal
axis beginning in water until the certain bilayer depth z.

Part of the free energy profile was also calculated from the
partitioning displayed in an unbiased simulation using eq 3'°

©)

where K(z) is a partition coefficient estimated for a 0.02 nm bin
in bilayer depth z, symmetrized for both leaflets. The partition
coefficient is calculated from average mass density of coumarin
in certain bin and by normalizing this density — the reference
state is set to have K(z) = 1.

(F(z)ydz'

AG(z) = —RT In K(z)
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The minimum free energy (AG = 0 kcal/mol) of coumarin
along the bilayer normal was considered the reference state in
all profiles. All free energy profiles were calculated for one lipid
leaflet and have been symmetrized for the other one. Error
estimates of free energy were calculated as integrated standard
deviations of the mean calculated either over the bins of 100
bootstraps generated by Bayessian bootstrap analysis by the
g wham program®® in umbrella sampling or over the force
distribution in 0.1 nm-spaced positions along the z-axis in
constraint simulations.

For comparison with experimental data (see later) free
energy profiles of 7-acetoxy-4-methylcoumarin and 7-acetox-
ycoumarin along the normal of a DMPC bilayer were calculated
(using a DMPC bilayer structure with 128 DMPC molecules
and 3,655 water molecules taken from Tieleman’s Web site,*®
after replacing 20 molecules of water by 10 Na* and 10 CI™
ions). The lipid bilayer was equilibrated for 200 ns. 7-Acetoxy-
4-methylcoumarin topology was prepared by the simulation
protocol described above for coumarin (including the use of
RESP partial charges). Initial structure was generated from a
20 ns unbiased free simulation. During this simulation, 7-
acetoxy-4-methylcoumarin penetrated to 1.8 nm from the
middle of the bilayer and was then pulled into the bilayer for 4
ns with a pulling rate of 1 nm-ns™" and a pulling force constant
of 500 kJ-mol™-nm™ (119.5 kcal-mol™"-nm™2). The mild force
constant was chosen to avoid water artifacts, as the molecule
did not penetrate into region 3 freely during the unbiased
simulation and was still in touch with water molecules. A 10 ns
constraint simulation was performed with the same simulation
protocol as applied in the coumarin CF simulation, but the
simulation near the equilibrium position (0.8—1.7 nm) was
prolonged to 15 ns per simulation bin.

A free energy profile of 7-acetoxycoumarin was obtained by
the same protocol as for 7-acetoxy-4-methylcoumarin, except
the free simulation lasted 60 ns and during this time 7-
acetoxycoumarin penetrated to 0.5 nm from the center of the
lipid bilayer, then the molecule was pulled further into the
bilayer for 1 ns with a pulling rate of 1 nm'ns™' and force
constant of 2,000 kJ-mol™-nm™2 (477.9 kcal-mol™'-nm™?). The
molecule freely penetrated close to the bilayer center and thus
was pulled with a higher force constant than in the previous
case. A free energy profile was obtained by z-constraint
simulation, which yielded a very large minimum energy zone,
with substantial variation in mean forces, so the simulation was
prolonged to 15 ns in the interval between 1.0 and 2.0 nm and
more frames were added (so the distance between simulation
windows was 0.05 nm in the zone between 1.0 and 2.0 nm).

B RESULTS

Unbiased MD Simulations. Five independent unbiased
simulations starting from coumarin in water, 3 ps long in total
(2 X 1 ps, 600 ns, 2 X 200 ns), showed a tendency for
coumarin to stay at the boundary between regions 2 and 3, as
coumarin was most frequently located 1.4 + 0.1 nm from the
bilayer center (see Supporting Information, Figure S1). Once a
coumarin molecule entered the bilayer during the first 10 ns of
the simulation, it did not leave the lipid bilayer during the rest
of simulation (Figure S1). Coumarin occurred in both leaflets
because it can transverse the bilayer center spontaneously.
Twelve successful (and ten unsuccessful) transitions between
leaflets were observed during the 3 ys of simulations (Figure
S1). The transition between both leaflets took place on a
100+ ns time scale, but the transition process itself was rapid
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and lasted several nanoseconds. The unbiased simulations also
identified a metastable state of coumarin in the bilayer center
(Figure 2), where coumarin stayed up to 10 ns. The transition
between the bilayer center and one leaflet occurred on time
scales of ps up to ns (Figure S1). The bilayer center penetration
barrier calculated from the partition coefficient profile (cf.
Equation 3) was 2.1 kcal/mol, but the water/lipids barrier
could not be calculated, as the distribution of coumarin in water
was not properly sampled (Figure S1 and Figure 2).

Biased Simulations. The free energy profiles of coumarin
in DOPC lipid bilayer reconstructed from four types of biased
(UP, CP, UF, and CF) simulations showed similar trends
(Figure 2). Typically, the free energy dropped as coumarin
entered region 1 (cf. Figure 1). As it moved deeper into the
bilayer, the free energy decreased and the global free energy
minimum was reached at the border between regions 2 and 3.
When coumarin moved deeper into the bilayer center, the free
energy rose. A small local minimum was located in the bilayer
center (region 4). So, one global minimum at 1.35—1.53 nm
(with a thermally accessible region within 1.05—1.95 nm at 310
K — by thermally accessible region we mean an area with
energy barrier of RT (0.616 kcal/mol at 310 K) from the
energy minimum) and one local minimum in the middle of the
lipid bilayer were common features of all free energy profiles
(Figure 2).

The bilayer center penetration barriers (AGP™) obtained
from the free energy profiles fitted a narrow interval, varying
between 2.6—3.3 kcal/mol (Table 1, Figure 2). The water/

Table 1. Properties Extracted from the Free Energy Profiles
Calculated by Four Different Simulation Protocols with 50
ns of Biased Simulation Per Window"

area within a

reach of a
thermal
simulation position of motion at 310 AG™ AGP"
protocol minimum (nm) K (nm) (kcal/mol)  (kcal/mol)
UP 1.53 1.15 1.95 57+£03 32 +02
UF 135 1.09 175 6.7 £ 0.1 2.6 £0.1
CP 1.47 1.20 1.71 59 +02 28 +0.1
CF 1.49 1.10 1.80 64 + 0.2 33 +0.1

“UP and UF refer to umbrella simulations with initial structures
obtained by pulling and free unbiased simulation, respectively; CP and
CF refer to constraint simulation with pulling and free initial
structures, respectively. AG™ and AGP*™ are water/lipid and bilayer
center penetration barriers, respectively. Area within reach of a thermal
motion is considered to be the area surrounded by an energy barrier of
RT (0.616 kcal/mol, T = 310 K).

lipids barrier (AG™) fitted an interval of 5.7—6.7 kcal/mol,
and the values calculated with pulling initial structures were
lower than those calculated in simulations with initial structures
from unbiased simulations (AG" values derived from UP, CP,
UF, and CF simulations were 5.7 + 0.3, 5.9 + 0.2, 6.7 + 0.1,
and 6.4 + 0.2 kcal/mol, respectively; Table 1 and Figure 2).
The UP free energy profile also showed a very shallow local
minimum at 1.95 nm with an energy barrier of 0.5 kcal/mol
(Figure 2). The free energy barrier of this minimum was higher
than the free energy error bar estimated by statistical bootstrap
analysis (0.1 kcal/mol), but the error seemed to be under-
estimated. As the depth of the shallow minimum declined with
increasing duration of simulation windows (see the following
paragraph “Convergence of Biased Simulations”) and no state
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Figure 3. Initial structures (at 1.9 nm from the bilayer center) obtained by pulling (a) and free simulation (b) show a difference in coumarin
hydration. The structure generated by pulling simulations indicates that coumarin is pulled to the lipid bilayer with its solvation shell, which causes
funnel-like bilayer deformation. Snapshots taken at 10 ns indicate that CP eliminates coumarin hydration more rapidly than UP. Both CF and UF
simulations lead to similarly solvated coumarin structures. Carbons are colored in cyan, oxygens red, and hydrogens white. The olive and blue balls
represent DOPC phosphate and nitrogen atoms, respectively. Waters surrounding coumarin are colored as red/white balls.UP and UF refer to
umbrella simulations with initial structures obtained by pulling and free unbiased simulation, respectively; CP and CF refer to constraint simulation

with pulling and free initial structures, respectively.

corresponding to this minimum was observed in the unbiased
simulation (Figure S1 in the Supporting Information), we
considered this minimum to be an artifact and called it “the
artificial minimum”.

As such “artificial minima” may be due to systematic
sampling errors, it was of considerable interest to determine
the reasons for such behavior. The primary reason lay in the
starting structures, which were generated by pulling coumarin
along the bilayer normal in the UP and CP simulations. The
pulling caused deformation of the lipid bilayer,"*'® leading to a
funnel-shaped bilayer surface depression (see Supporting
Information, Figure S2) induced by solvated coumarin (Figure
3a). In other words, the pulling procedure produced structures
in which coumarin embedded in the bilayer was hydrated by a
few water molecules. The defects, namely these which were
deeper in lipid bilayer, were eliminated during biased MD
simulations, as water was expelled from the hydrophobic bilayer
interior and bilayer relaxed rapidly on hundreds of picoseconds
time scale. The relaxation time grew with increasing distance
from the bilayer center. In the area of the artificial minimum
(~1.7—2.0 nm), close to the bilayer surface, the water defects
were eliminated on a tens of nanoseconds time scale. It is of
considerable interest that relaxation occurred significantly more
rapidly in the CP than in UP simulations, and thus the
membrane deformation was eliminated more rapidly (Figure 3
and Figure 4). The lipid bilayer depression was not observed
during a spontaneous embedment of coumarin in the lipid
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bilayer in the unbiased simulations, hence the starting
structures for biased simulations based on the snapshots from
the unbiased simulation were free of this artifact (Figure 3b).

Convergence of Biased Simulations. The position of the
global minimum converged more rapidly in biased simulations
starting from free (unbiased) simulations (UF and CF) than in
simulations starting from pulling (UP and CP) simulations
(Figure 4). The free energy profile obtained from UP
simulation depended strongly on the length of the simulation
windows, and two energetically similar minima in region 2 (one
at ~1.5 and the other at ~2.0 nm) were observed during the
beginning of this simulation (Figure 4). After 10 ns the
minimum at ~1.5 nm became the global minimum and its
position converged to 1.53 nm, while the energy barrier of the
artificial minimum decreased to 0.5 kcal/mol. During the first
16 ns of UP simulation the area accessible by thermal motion
(AGy,+RT) gradually widened from 0.90 nm after S ns to 1.10
nm, and the region accessible by thermal motion thereafter
declined to 0.80 nm. AG™ gradually rose throughout the
simulation, to a final value (at 50 ns) of 5.7 + 0.3 kcal/mol,
while AGP®" dropped within the first 16 ns of simulation, slowly
rose until 30 ns, and then fluctuated around a final value of 3.2
+ 0.2 kcal/mol (cf. Figure 4).

The free energy profile obtained from CP simulation also
displayed two minima initially, while the artificial minimum (at
~2.0 nm) quickly vanished, and after ~15 ns there was no sign
of this minimum. The area within reach of thermal motion
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30 ns of simulation. Free energy profiles calculated from short simulation times (<5 ns) are biased by high error, because of small data set and
nonequilibrium starting structures. Free energy profiles obtained by UP and CP simulations (left) show slow elimination of an artificial minimum
(~2.0 nm) and deepening of the global minimum (~1.5 nm). Free energy profiles obtained from UF and CF simulation are consistent in coumarin
positioning and have deeper energy minima than those obtained from UP and CP simulations. The global minimum energy is considered as
reference. UP and UF refer to umbrella simulations with initial structures obtained by pulling and free unbiased simulation, respectively; CP and CF
refer to constraint simulation with pulling and free initial structures, respectively.

gradually narrowed from 1.38 nm after S ns of simulation to
0.51 nm after 40 ns and thereafter remained constant. AG"*
gradually rose throughout the simulation, to 5.9 + 0.2 kcal/mol,
while AGP™ grew during the first 11 ns of simulation, until 20
ns of simulation it gradually declined to 2.8 + 0.1 kcal/mol and
then fluctuated around this value. In the last 50 ns of the
simulation prolonged to 100 ns the position of the energy
minimum remained constant; AGP®" fluctuated around 2.8 +
0.1 kcal/mol and AG™™ continued to rise, to 6.2 + 0.2 kcal/
mol.

The position of the minimum in the UF free energy profile
was almost constant (within 1.29—1.35 nm) during the whole
simulation time, with the area accessible by thermal motion
slowly widening from 0.44 to 0.66 nm. AG™* slowly decreased
during the first 19 ns of simulation, then very slowly increased,
and after 30 ns AG*™ converged to 6.7 + 0.1 kcal/mol, while
AGP®" became convergent after 20 ns, fluctuating within 2.6 +
0.1 kcal/mol.

The CF free energy profile showed a minimum position
within 1.29—1.49 nm, and the area of thermal motion slowly
widened from 0.41 to 0.70 nm. AG™™ fluctuated around 6.4—
7.0 kcal/mol during the whole simulation time, while AGP*™"
decreased during the first 10 ns of simulation and then
fluctuated around 2.9—3.3 kcal/mol. The prolonged simulation
to 100 ns showed similar trends — a free energy minimum at
1.29 nm, thermal motion within 0.6 nm, a constant AG"* value
of 7.0 kcal/mol after 80 ns, and AGP*" already convergent with
a final value of 3.1 + 0.1 kcal/mol.

Effect of Coumarin Partial Charges. As assignment of
partial charges might introduce another systematic sampling
error into free energy calculations, we carried out 10 ns long CF
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simulations with PRODRG and Mulliken charges (assigned
partial charges are listed in Supporting Information Table S1),
to assess the extent to which the partial charges affected the free
energy profiles. Coumarin with partial charges assigned by
PRODRG bore a dipole moment of 9.5 D, assignment of
Mulliken partial charges led to 6.0 D, and RESP partial charges
resulted in a dipole moment of 4.9 D (Figure S). The dipole
moment based on RESP charges was close to that of coumarin
in the gas phase calculated by the hybrid DFT method
(B3LYP/cc-pvDZ) of 4.6 D, Mulliken partial charges represent
a compromise between the dipole moment in water
(represented by continuum dielectrics with &, = 78.39) and
heptane (¢, = 1.92), which we calculated by the CPCM/
B3LYP/cc-pVDZ method and that resulted in 6.7 and 5.4 D,
respectively. Considering these values, the dipole moment
stemming from PRODRG charges seemed to be unreliably
overestimated, which could systematically bias free energy
profiles based on PRODRG charges. The global minimum of
the AG profile of coumarin bearing RESP partial charges was
located at 1.29 nm (CF with a 10 ns sampling window), energy
minimum of coumarin bearing Mulliken partial charges was
localized at 1.20 nm, and the minimum for PRODRG-charged
coumarin was shifted toward the bilayer/water interface, at 1.62
nm. The global free energy minimum for RESP-charged
coumarin was also considerably deeper than for Mulliken-
charged or PRODRG-charged coumarin (AG™: 7.5, 5.6, and
3.3 kcal/mol, respectively), and the bilayer center penetration
barriers of the systems also differed (AGP™: 3.1, 4.6, and
10.1 kcal/mol, respectively) (Figure S). As expected, the energy
cost of bilayer center penetration grows with the increasing
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Figure S. Left panel: free energy profiles calculated for coumarin with
PRODRG (red dotted curve), Mulliken (blue dashed curve), and
RESP charges (black curve) by constraint simulation (CF) with initial
structures obtained by free simulation using 10 ns windows. Coumarin
with PRODRG partial charges is shifted to the outer part of the lipid
bilayer. The bilayer center penetration barriers grow and the water/
lipids barriers decrease with increasing dipole moment. The right panel
shows that the partial charges (mapped on the vdW surface) calculated
by RESP (upper part) and Mulliken population analysis (middle) are
spread along the whole molecule, while partial charges assigned by
PRODRG (lower part) are localized close to coumarin oxygens.

dipole moment, and reversely the energy barrier between lipid
bilayer and water decreases with the growing dipole moment.

Comparison with Experimental Data. To our knowl-
edge, the precise positioning of bare coumarin in a DOPC
bilayer has not yet been studied experimentally; therefore, we
compared the results of our theoretical calculations to data
obtained in experiments with coumarin derivatives. Depths of
several coumarin derivatives in dimyristoylphosphatidylcholine
(DMPC) bilayer have been studied in NMR investiga-
tions,”***” in which chemical shifts of '*C-labeled derivatives
were used to assess the polarity of the surroundings of *C
atoms and hence estimate their depth in the lipid bilayer.
Results of the cited experiments indicate that the mean position
of 7-acetoxy-4-methylcoumarin is at the border of regions 2 and
3 in DMPC lipid bilayer (0.7 nm from the DMPC choline
nitrogens, corresponding to 1.2 nm from the center of the
bilayer); *C-labeled carbons of the derivative (C2 and C4, see
Figure 6) appeared to be located 0.72 and 0.70 nm from the
choline nitrogens, corresponding to 1.18 and 1.20 nm from the
bilayer center, respectively. Another coumarin derivative, 7-
acetoxycoumarin, was apparently located closer to the bilayer
interface in region 2, with its '*C-labeled (C2 and C4) carbons
0.44 and 0.59 nm from the choline nitrogen, corresponding to
1.46 and 1.31 nm from the bilayer center, respectively. We
recalculated the experimental positions (originally expressed as
distances from the bilayer surface) as distances from the bilayer
center to facilitate direct comparison with results of this study.
In this recalculation, the distance between the DMPC bilayer
surface and center was set at 1.9 nm: the mean distance
between the bilayer center and maximum density of nitrogens
(regarded as the membrane surface in the cited NMR
experiments) in corresponding MD simulations.
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Figure 6. Free energy profiles and structures of coumarin derivatives
(7-acetoxy-4-methylcoumarin, upper panel (a), and 7-acetoxycoumar-
in, lower panel (b)) along a DMPC lipid bilayer normal calculated
from constraint simulation with initial structures obtained by free
simulation (CF). NMR-observed positions of *C-labeled carbons (C2
and C4) are displayed as red and green circles, respectively, and the
positions of C2 and C4 carbons calculated from simulation are
depicted as green and red curves, respectively. The positions of
marked carbons of both coumarin derivatives are in good agreement
with the positions observed by NMR.

For the comparison we employed the most effective
simulation protocol of those considered here to calculate the
free energy profiles of the coumarin derivatives described
above, briefly comprising unbiased simulation followed by
constraint simulation with 10 ns simulation bins (see Methods
for details). The profile obtained for 7-acetoxy-4-methylcou-
marin indicated the free energy minimum position of its COM
to be 1.0 nm from the center of the DMPC bilayer (Figure 6),
with a thermally accessible region between 0.8 and 1.3 nm. The
thermally accessible region estimated from the simulation
(0.8—1.3 nm) matched that acquired from NMR experiments,
where 7-acetoxy-4-methylcoumarin was located 1.2 + 0.1 nm
from the bilayer center. In addition, the positions of its C2 and
C4 carbons calculated from simulations (1.25 and 1.21 nm,
respectively) agreed well with those estimated from experi-
ments (1.18 and 1.20 nm, respectively), although the C4
carbon seems to flip-flop between two positions in the bilayer
(the other at 0.76 nm, with ca. 14% population, see Figure 6
up).

The free energy minimum position of the COM of 7-
acetoxycoumarin in the simulation was located 1.2 nm from the
bilayer center, with a thermally accessible region between 0.75
and 1.35 nm. The simulated distances of the C2 and C4
carbons from the bilayer center at this point (1.34 and 1.19 nm,
respectively) again matched those obtained from the NMR data
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reasonably well (1.46 and 1.31 nm, respectively, see Figure 6
down).

In summary, the MD results for both coumarin derivatives
agreed reasonably well with the experimental results, notably 7-
acetoxy-4-methylcoumarin was located deeper in the bilayer
than 7-acetoxycoumarin, and the carbon atoms’ positions
calculated from simulations matched those deduced from
experiments.

B DISCUSSION

Coumarin Preferentially Stays in Bilayer Regions 2
and 3 in Unbiased Simulations. During the five
independent unbiased simulations (3 us long in total) coumarin
preferred the lipid bilayer phase rather than the aqueous phase,
because it quickly (within <10 ns) entered the lipid bilayer and
remained there for the rest of the simulation time (Figure S1 in
the Supporting Information). The preferentially occupied
position was at 1.4 &+ 0.1 nm, at the border of regions 2 and
3, and the molecule was oriented mainly with its oxygens
pointing toward the water phase (data not shown). In addition,
coumarin penetrated the lipid bilayer spontaneously, i.e., moved
from one leaflet to the other, remaining at the preferentially
occupied positions in both leaflets for several hundreds of
nanoseconds between brief (a few ns) visits to the lipid bilayer
center (Figure S1 in the Supporting Information). Similarly, the
transition movements were quite rapid, generally occurring
within several nanoseconds.

Some key penetration properties were identified from the
unbiased simulations, namely positions of local and global free
energy minima and qualitative estimates of the height of energy
barriers (Figure 2). The water/lipids barrier, AG", seemed to
be higher than the bilayer center penetration barrier, AGP®".
The number of penetration events allowed us to roughly
estimate the absolute value of the bilayer center penetration
barrier, at 2.1 kcal/mol (eq 3). However, the estimated AGP™
value should be interpreted with care, due to the limited
sampling as only a small number of transitions between the
minima were observed, and AG" could not be calculated as
the water phase was not sampled adequately (Figure 2).
Nevertheless, the spontaneous embedding of coumarin in
DOPC bilayer strongly indicates that this is a barrierless
process and that coumarin prefers the bilayer phase, in
accordance with expectations based on coumarin’s logP
value.

Free Energy Profiles Obtained by Biased and
Unbiased Simulation Agree. The final free energy profiles
obtained by all simulation protocols (UP, CP, UF, and CF)
were in accord (Figure 2), but those obtained from the
unbiased simulations provided more accurate information. The
global energy minimum was found at 1.44 + 0.09 nm, while a
local energy minimum was localized in the membrane center.
The presence of a local energy minimum in the lipid bilayer
center agrees with previous findings presented by Bemporad et
al,”® of such local minima for some other small solutes, e.g.
water and acetamide. In our case, the bilayer center penetration
barrier (AGP*™") of coumarin spanned 2.6—3.3 kcal/mol (Table
1, Figure 2), close to the AG™" estimated roughly from the
unbiased simulation (2.1 kcal/mol). In contrast, the water/
lipids barrier (AG*™) varied significantly with time and method
used (see below). The estimated AG"™ from CF simulation
(which is taken as reference, as constraint biasing eliminates
possible artificial errors quicker) was 6.4 = 0.2 kcal/mol
(Figure 2). The free energy profiles therefore confirmed that
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coumarin more readily penetrates the bilayer than escapes to
the water phase.

Partial Charges — The Force Field Issue. Neither
accurate unbiased simulation, nor accurate free energy profile
calculation, is possible without a careful choice of force field.
The Berger force field (using Mulliken partial charges
calculated at HF/6-31G* level (in gas phase)®) used for
lipids®**** was tested and shown to provide area per lipid and
volume per lipid values that correspond well with experimental
values.*

Further, as coumarin parameters were not available in
standard data sets for lipid simulations, they had to be acquired
separately. Generally, atom types and corresponding parame-
ters can be adopted for a nonlipid molecule from the standard
data sets quite safely, but the set of partial charges had to be
carefully considered, as it may introduce a serious systematic
sampling error in lipid bilayer-guest molecule simulations. We
addressed this issue by using three sets of partial charges
(Figure S, Table Sl in the Supporting Information): one
generated by the PRODRG server, one assigned by Mulliken
population analysis, and the third generated by applying the
RESP procedure in B3LYP/cc-pVDZ calculations of electro-
static potential in gas phase. Generally, increasing the dipole
moment of a molecule (by use of PRODRG or Mulliken partial
charges) resulted in a lower AG*™ and higher AGP®, in
accordance with expectations, given the higher polarity of
coumarin bearing PRODRG or Mulliken charges in comparison
with RESP partial charges (Figure S). With only these profiles it
would be difficult to decide which partial charges provided
more reliable results. However, PRODRG charges led to
overestimation of the dipole moment of coumarin and (as
mentioned above) partial charges assigned by the PRODRG
server lead to unrealistically strong partitioning in water in
cyclohexane/water systems as found by Lemkul et al.** The
latter finding agrees with the trends observed in our lipid
bilayer simulations. In summary, RESP charges seem to provide
more accurate models for simulations of lipid bilayer-guest
molecule systems than PRODRG charges (although whether
the RESP charges should ideally be based on gas phase or
solvent-polarized ESP, and if they can be robustly combined
with the Berger force field for lipids, remains to be
determined).

Convergence of Free Energy Profiles — The Artificial
Minimum Issue. We have shown here that the convergence of
free energy profiles was significantly influenced by the
generation of initial structures when followed by the biasing
method. The biased simulations starting from the pulling
simulations (UP and CP) suffered from bilayer deformation
induced by pulling coumarin from the water phase toward the
bilayer center (Figure 3). Similar bilayer deformations have
been repeatedly previously observed''®*° and identified as a
systematic sampling artifact in biased lipid bilayer simulations.
For example, Neale et al."*> observed bilayer deformations when
a charged molecule was embedded in the bilayer. We observed
a funnel-shape bilayer surface depression (Figure S2 in the
Supporting Information), caused by water hydrating the polar
parts of coumarin penetrating the lipid bilayer more deeply and
thereby exacerbating bilayer deformation during the pulling
simulations. The bilayer deformation caused an artificial
minimum (~2.0 nm) in the free energy profiles in region 2
(Figure 2), whereas in unbiased simulation coumarin never
stayed longer in this position, and its behavior showed no sign
of reaching a local energy minimum.

dx.doi.org/10.1021/ct2009208 | J. Chem. Theory Comput. 2012, 8, 1200—1211



Journal of Chemical Theory and Computation

This artificial minimum was most profound when short
simulation times (<S ns) for each sampling bin were applied,
and it slowly disappeared when the simulation time was
prolonged (Figure 4). The main reason for the slow
convergence and need for longer simulation times was the
slow coumarin water shell elimination in region 2. Furthermore,
the presence of the artificial minimum led to underestimation
of AG"™ in simulations using the initial structure set generated
by pulling simulation (CP and UP). While AG" values
obtained by CF and UF simulations seemed to reach
convergence, they did not reach convergence in UP and CP
simulations during S0 ns of simulation (or even during 100 ns
of CP simulation), although both UP and CP yielded AG™
values close to those obtained from CF and UF simulations.

In this respect, constraint biasing was more effective, as the
artificial minimum was eliminated within 15 ns per bin (in CP),
while there were signs of the artificial minimum in UP
simulation even after 50 ns per bin (Figure 4). Even longer
times may be needed in simulations of polar or charged
residues, as previously shown by MacCallum et al.*° and Neale
et al,"* who found that 80 to 205 ns per bin may be required to
achieve convergence in umbrella simulations with charged
solutes. In contrast, for nonpolar solutes Neale et al. achieved
convergence more rapidly (in some cases after 20 ns per bin).,
These water artifacts seem to be present when nonequilibrated
initial structures are used for biased simulation. The higher
efficiency of constraint over umbrella biasing is also consistent
with the recent observation by Gunsteren et al,®’ that
constraint-biased simulation using force averaging is the most
effective method for calculating potential of mean force with
respect to a distance from a given reference point.

Convergence of the free energy profiles was clearly achieved
more rapidly when using starting structures acquired from
unbiased (UF and CF) simulations in comparison with the
pulling simulation (UP and CP), since in cases of UF and CF
simulation the free energy profiles changed only marginally
with increases in the length of the simulation bins (Figure 4).
Therefore we recommend starting the calculation of free energy
profile with an unbiased simulation for all molecules, in a case
of more polar molecules a slow pulling simulation (pulling
force constant <500 kJ-mol’-nm™ (119.5 kcal-mol*-nm?) and a
pulling rate <1 nm-'ns”) from the deepest position in the lipid
bilayer should follow. Thus, this approach was used for
comparing the calculated results with experimental data, and
the calculated positions of 7-acetoxy-4-methylcoumarin and 7-
acetoxycoumarin in DMPC bilayer agreed well with positions
derived from NMR experiments (Figure 6). In summary,
whenever possible biased simulations should start from
geometries acquired from unbiased MD simulations, and
constraint biasing is the recommended and quickly converging
method.

H CONCLUSION

The convergence in time of free energy profiles of coumarin
along a DOPC bilayer normal, calculated by both umbrella
sampling and z-constraint techniques, was thoroughly analyzed.
Two sets of starting structures were also considered: one based
on unbiased MD simulation and the other on “pulling”
coumarin along the bilayer normal. Water defects on the lipid
bilayer surface were identified in the structures obtained by
pulling simulation but not in structures acquired from unbiased
simulation. Consequently, the free energy profiles converged
more rapidly when starting frames from unbiased simulations
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were used. The used methods for free energy profile calculation
(umbrella and constraint simulation) are quite equivalent when
applied on an error-free set of starting structures. However, if
the membrane defects are present, the z-constraint simulation
leads to more rapid convergence than umbrella sampling. In
summary, for efficient calculation of convergent free energy
profiles of druglike molecules along bilayer normals, we
recommend using z-constraint biased MD simulations based
on as much starting geometries acquired from unbiased MD
simulations as possible, otherwise when pulling simulation is
employed, the biased simulation might need far longer time to
reach convergence.

B ASSOCIATED CONTENT
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Recommended Simulation Protocol
Based on our results, we recommend the following simulation protocol:
1. Calculate RESP partial charges of the guest molecule
2. Run unbiased simulation to collect initial structures (this can be supplemented with
very slow pulling simulation from a deepest position of drug in the bilayer, at most 1
nm-ns, with a pulling force constant of at most 500 kJ-mol™-nm™)
3. Run constraint simulation with at least 10 ns bins
a. For arough initial screening use bins spaced 4 A apart
b. For fine results use bins spaced 1 A apart
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Figure S1: Position of coumarin in unbiased simulations, total time 3 ps. Coumarin
preferentially stays at ~14A, while it penetrates the bilayer freely with short stays in the
middle of the bilayer. Coumarin enters the bilayer during a very short period of maximum
10 ns of each simulation.

Figure S2: Funnel shape water defect caused by pulling coumarin into the membrane. The
solvation shell follows coumarin and disturbs the bilayer surface, which leads to water
artifacts in the free energy profile.



Window spacing effects on the free energy profiles
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Figure S3: Effect of window spacing in constraint (CF, left) and umbrella (UF, right)
simulations with initial structures obtained from free simulation. With 44 between windows
in constraint simulation the positions of minima can be still recognized, but when using
umbrella simulation the area is not thoroughly sampled and the free energy profile cannot be
plotted. Significant errors in the profile with 2 A distance between simulation windows can be
observed (upper right panel), as the sampling density is very low with a force constant of
2,000 kJ-mol™-nm™ (lower right panel).

The number of simulation windows along the z-axis significantly affects the quality and
cost of the free energy profile calculation. The effect of window spacing in umbrella
simulation has been previously studied, and too wide spacing has been found to lead to higher
errors or even prohibit free energy profile plotting. Constraint simulation allows a wider
windows spacing, especially in the areas of small changes in constraint force. The free energy
profile can be plotted with any windows spacing, although its quality is dependent on this
variable. It is possible (and recommended) to calculate a rough free energy profile at the
beginning of simulation (with 4 A between simulation windows) and then add more
simulation windows in the areas of local minima and maxima. This approach leads to more
efficient use of computer time, as attention is focused precisely on the areas of interest.



Table S1: Partial charges on coumarin atoms calculated by restraint electrostatic potential
fit (RESP calculated at B3LYP/cc-pVDZ level), by PRODRG2Beta Server (PRODRG) and
from Mulliken population analysis (MULLIKEN) calculated at HF/6-31G* level (in gas
phase). Atom labels are shown on Figure S4.

Atom label RESP PRODRG MULLIKEN

OAA -0.48 -0.59 -0.61
CAl 0.76 0.33 0.98
OAH -0.42 -0.14 -0.52
CAK 0.50 0.18 0.56
CAF -0.35 0.02 -0.40
HAF 0.18 0.06 0.22
CAC -0.02 0.02 -0.04
HAC 0.12 0.06 0.15
CAB -0.20 0.02 -0.24
HAB 0.14 0.06 0.17
CAE -0.08 0.00 -0.13
HAE 0.12 0.00 0.16
CAJ -0.16 0.00 -0.14
CAG 0.16 0.00 0.17
CAD -0.26 0.00 -0.32

Figure S4: Atom labels of coumarin united atoms as used in Table S1.

Probability of a spontaneous transition p(A—B) from state A to B in time At via a barrier of
AG¥ can be estimated from the equation (Eq. S1)

AG*
p(A—>B)=1- exp[— k‘;]T exp(— RT]M} : Eq. S1

where kg refers to Boltzmann constant, h to Planck constant, R to the universal gas constant,
and T is temperature.



