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Abstrakt
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Cile préace
Teoreticka ¢ast
e Vypracovani literarni reserse stavu poznani v oblasti chovani biologicky aktivnich
latek na membranéch.
e Prostudovani odborné literatury.
Prakticka cast

e Piiprava vychozich struktur a molekularn¢ dynamické simulace membran.

e Analyza =zakladnich strukturnich a dynamickych parametrt lipidickych
dvojvrstev.

e Vyhodnoceni permeabilit v zavislosti na sloZeni lipidovych membran.



1 UVOD

V pocatecni fazi vyvoje nového 1éCiva, hnojiva, pesticidu, ¢i jiné substance ovliviujici
déje probihajici v zivych organismech vzdy stoji otazka jakou latku z nepteberného
mnozstvi vybrat. Riizné molekuly, které je dnes mozné syntetizovat se pocitaji na
miliony. Z takto velké mnoziny latek je tiecba vybrat ty, které budou mit kyzeny efekt.
Existuje mnoho kritérii, které se podili na hodnoceni vhodnosti latky a podle jejiho ucelu
se tato kritéria mohou lisit, ale jedna z vlastnosti, kterou by mély mit vSechny tyto latky

spolecnou, je ze se dokazou dostatecné efektivné dostat na misto svého ucinku.

Jednou z ptekazek, které musi tyto molekuly piekonavat, jsou lipidové membrany
tvotici obaly jednotlivych bun¢k a organel. Nékteré latky mohou vyuzivat systémy pro
aktivni transport latek, avSak mnoho latek musi prochazet pfes membrany pasivné. Jak
snadno k tomuto ptechodu dochazi lze urcit z afinity k membrané a permeability dané

slouceniny.

Pti prichodu membréanou, hraji roli jeji strukturni vlastnosti ovlivnéné jejim sloZzenim.
Experimentalni méfeni téchto parametri jsou relativné pomala a nakladnd, coz
znesnadnuje jejich masové pouziti pro ziskani ptehledu 0 zménach parametri membran
Vv zavislosti na zmé&né koncentrace jejich jednotlivych slozek. Nicméné rozvoj v oblasti
vypocetni techniky a algoritml v poslednich desetiletich umoziiuje asponi ¢aste¢né tento

problém vyfesit pomoci tzv. in silico navrhu 1é¢iv.

Avsak vypocet permeabilit pro velké mnozstvi kombinaci membréan se slouceninou
zUstava nadéale vypocetné ndroénym problémem. Pro shromazdéni téchto cennych dat a
jejich snadné zpfistupnéni védecké komunité byla zfizena databidze membranovych

interakci MolMeDB (Molecules on Membrane Database). (Juracka et al. 2019)

Cilem teto prace je za pouziti vypocetnich metod objektivné zhodnotit, jak
fosfolipidové sloZzeni membrany ovliviiuje jeji strukturni vlastnosti a za pomoci udaja

z databaze MolMeDB zjistit souvislosti mezi t€émito vlastnostmi a prostupnosti membran.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Membrany

Membrany jsou nedilnou souc¢asti bunék. Vsechny bunky disponuji cytoplazmatickou
membranou, oddélujici jejich wnitini od vnéjSiho prostiedi, a v ptipadé bunck

eukaryotickych bunék pak tvoii i povrch membranovych organel.

Membrany krom samotného rozdéleni prostoru na vnéjsi a vnitini zastavaji celou fadu
dalsich funkci. Napiiklad zajistuji udrZzeni stdlého vnitiniho prostiedi selektivnim
propusténim a kotvenim proteinii pro aktivni transport, umoziuji pfenos signalu z

vnéjsiho prostiedi do vnitiniho a jsou dulezité pro identifikaci buiiky.

Vsechny tyto a dal$i funkce membran jsou umoznovany jejich strukturou. V
soucasnosti je Siroce pfijimany model membrany jako dvojvrstvy fosfolipidi, které tvoti
jejich nejvyraznéjsi slozku. (van Meer et al. 2008) Dalsimi slozkami jsou naptiklad
cholesterol, glykolipidy a membranové proteiny. Lipidovy zdklad membran ptedpokladal
jiz roku 1895 Charles Overton, pfi¢emz vychézel z pozorovani, Ze v tucich rozpustné

latky vstupuji do bunky daleko snadné&ji nez latky v tucich nerozpustné. (Overton 1895)

Dvojvrstevny charakter membrany pak byl roku 1925 odvozen E. Gorterem a F.
Grendelem na zaklad¢ jejich experimentu srovnani obsahu lipidi z izolovanych membran
¢ervenych krvinek s velikosti jejich povrchu. (Gorter a Grendel 1925) Roku 1935 pak byl
navrZzen H. Davsonem aj. Daniellim tzv. sandwitchovy model, ktery mél vysvétlovat nizsi
prilnavost umélych fosfolipidovych membran oproti pfirodnim, pokrytim povrchu téchto

membrén hydrofilnimi proteiny. (Davson a Danielli 1935)

V roce 1972 byl J. Singerem a G. Nicolsonem navrzen alternativni model, tzv. model
fluidni mozaiky (Obr. 1), ktery zstava Siroce pfijimany dodnes. (Singer a Nicolson 1972)
Podle tohoto modelu, jsou membranové proteiny svymi hydrofobnimi ¢astmi zanofeny
do membrany a ven vycnivaji jejich hydrofilni ¢asti. Takto zanofené proteiny se pak

mohou v membrané diky jeji polotekuté forme pohybovat. (Cambell a Reece, 2006)
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Obr. 1 Struktura biologické membrany dle modelu fluidni mozaiky. 1, periferalni protein
umistény u vnéjsi strany; 1°¢, periferalni protein pfipojeny k cytoplazmatické doméné
integralniho proteinu; 2, integralni protein vnoteny do dvojvrstvy transmembranovou
a Sroubovici; 2°, integralni protein svice transmembranovymi segmenty;
3, periferalni membréanovy protein s lipidovou kotvou. Retézce ernych koledek
reprezentuji oligosacharidy piipojené k proteinim nebo lipidim na vné&jsi strané
membrany. Pfevzato a upraveno z ref (Blanco a Blanco 2017).

2.1.1 Fosfolipidy

Nejvice zastoupenym stavebnim prvkem biologickych membran, uréujici vétSinu jejich
vlastnosti jsou fosfolipidy. Jde o amfipatické molekuly, kde hydrofilni ¢ast tvoti fosfatova
hlavicka a hydrofobni dva uhlovodikové fetézce. Tyto fetézce se od sebe mohou lisit

délkou, nebo po¢tem ¢i umisténim dvojnych vazeb.

V membranach Zivoc¢iSnych bunék jsou pak nejvice zastoupeny fosfoglyceridy,
tvotené glycerinovou patefi, na kterou jsou ptes dvé sousedni OH skupiny esterovou
vazbou navazany mastné kyseliny o délce alifatického fetézce ¢inici 14 — 24 uhlikovych
atomu a fosfatem napojenym ptes tieti OH skupinu. Na samotny fosfat je pak pfipojen
néktery z nékolika typu hlavicek. V savcich bunkach jde nejcasteji o ethanolaminovou,

serinovou, nebo cholinovou hlavicku (Alberts et al. 2015).

Tvorba lipidové dvojvrstvy je spontanni proces. Retézce jsou hydrofobnimi
interakcemi zatlacovany do nitra membrany a hydrofobni hlavicky se naopak orientuji

smérem do vody. (van Meer et. al 2008) Stejné interakce pak vedou ke snaze systému



minimalizovat vystaveni povrchu membrany kde by byly fetézce dostupné vodé, coz

zpusobuje tvorbu tzv. liposomu. (Balouch et al. 2020)

Pohyb jednotlivych lipidd v ramci dvojvrstvy je velmi dynamicky proces.
K lateralnimu pohybu dochazi relativné Casto a jde o pomérmné rychly pohyb (fadové
v nanosekundach). (Kornberg a McConnell 1971a) K piesunu lipidu z jedné membrany
do druhé, tzv. flip-flop pohybu, dochazi bez vnéjsiho zasahu jen vzacné. (Kornberg a
McConnell 1971b) V zivych bunikach tyto piesuny umoznuji specifické transportni

proteiny, tzv. flipasy, flopasy a skramblasy. (Daleke 2003)
2.1.2 Parametry membran

Parametry membran rozumime kvantitativni data popisujici jejich vlastnosti. Strukturni
vlastnosti popisuji parametry jako tloustka membrany a tloustka lipidu a dynamické
vlastnosti popisuji parametry jako stupné uspotadanosti a lateralni difuze. Data pro urceni
téchto parametri se ziskdvaji experimentdlné, vypocetnimi metodami, ¢i jejich
kombinaci. Mimo jiné jsou experimentalné zjisténé parametry vyuzivany k validaci
molekularné dynamickych simulaci. V pfipad€ komplexnéjsSich membranovych systémil
se vyuzivaji vypocetni metody jako dopliikové metody k urceni a potvrzeni téchto

parametrt. (Nagle 2012)
2.1.2.1 Tloustka membrany

Existuje nékolik typi tlousték membrany, které jsou ziskdvany rozdilnymi zpisoby a maji
rizna vyuziti. Pfikladem mohou byt tloustka mezi lipidickymi hlavi¢kami tzv. ,,head to
head thickness* (DnH), Luzzatiho tloustka (Ds) a hydrofobni tloustka (2Dc) (Obr. 2).

DnH je definovana jako vzdalenost polarnich hlav lipidové dvojvrstvy. Experimentalné
je urovana z elektronovych hustot napfi¢ membranou, ziskanych elektronovou difrakci,
kde jsou fosfaty obzvlast vyrazné. (Nagle a Tristram-Nagle 2000a) V ptipadé
molekularné¢ dynamickych simulaci pak z hustotniho profilu zastoupeni fosfatové

skupiny, kde je vétsinou kvili fosfatu nejvyssi elektronova hustota v rdmci vrstvy.

Luzzatiho tloustka (Ds) je definovana jako vzdalenost napii¢ membranou mezi body
kde je 50% zastoupeni vody. Experimentalné je urCovana neutronovou difrakci. Dg je
dulezita naptiklad pro interakce membrany s biomakromolekulami a vyuziva se pro

urceni plochy lipidu. (Kucerka et al. 2009)



Hydrofobni tloustka (2Dc) je definovana jako dvojnasobek délky alifatickych fetézct
lipidu, pticemz se do délky nezapocitava karbonylovy uhlik. Jeji hodnotu je mozno ziskat
z rovnice
Dg — D, 1)

2
kde Dwi je ziskatelnd z méfeni provedenych na membrané v gelové fazi. (Nagle 2012)

Dy, =

2Dc je dulezita napiiklad pro hydrofobni interakce proteini s membranou a lze ji také

vyuzit pro vypocet plochy lipidu. (Kucerka et al. 2009)
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Obr. 2 Tii pohledy na strukturu DPPC. a) Hustotni profily zastoupeni (p) jednotlivych
skupin. Vpravo nahofe tlusté vyznafeny primérné pozice skupin dle neutronové
difrakce. b) Profil elektronové hustoty p* kde Dun znad&i vzdalenost hlavicek.
) Vyznaceni oblasti membrany. Pfevzato a upraveno z ref (Nagle a Tristram-Nagle
2000b)



2.1.2.2 Plocha lipidu

Jako plocha lipidu (Area per Lipid - AL) se oznacuje prostor na povrchu membrany,
ktery zabira jedna molekula (Obr. 3). Lze ji ziskat napiiklad vypoctem z rovnic 2 nebo 3
(Kucerka et al. 2008):

2V, @)
AL = D_B
AL - _VL; VHL ) (3)
Cc

kde VL zde znaci objem, ktery zaujiméa jedna molekula lipidu a jde ziskat napiiklad. tzv.
neutralni vztlakovou metodou a VHL znaci objem fosfatové hlavicky, ktery je mozné

ziskat z membrany v gelové fazi. (Nagle a Tristram-Nagle 2000)

Rada téchto strukturnich parametril se ¢asto vyuziva k validaci silovych poli pro
molekularné¢ dynamické simulace. (Poger et al. 2016) Z nich lze Ar uréit jako podil

plochy povrchu simulované membrany a poctu lipidovych molekul ve vrstvé.

ay

Obr. 3 Definice plochy lipidu (AL) a stupiiii uspofadanosti. Na atomistické reprezentaci
DPPC je modrou plochou vyznacena A a Cervenou barvou uhel podél jednoho
z alifatickych fetézc vyuzivany pro vypocet stupni usporadanosti. Prevzato
z ref (Smith et al. 2019).



2.1.2.3 Stupné usporadanosti

Stupné usporadanosti (Sco) poskytuji informace o orientaci vazeb v alifatickém fetézci

lipidii a jeho konformacich. Lze je vypocitat vzorcem

(3cos?6 — 1) 4)
2 )

kde 6 znac¢i thel vazeb C-H vuci normale membrany (Obr. 3) a vyraz v zavorce

Sep =

zpraumérované hodnoty napii¢ souborem atomi. Stupné uspotfadanosti mohou nabyvat
hodnot -0,5 az 1, pticemz 1 znamena shodu orientace C—H vazby s normélou a -0,5
kolmou orientaci vazby viéi normale. (Smith et al. 2018) Hodnota 0 pak znamena
dokonale neuspotfddany systém nebo konstantni thel C—H vazby napfi¢ systémem o

velikosti 54,74°, ktery je téz oznacovany jako tzv. magicky thel. (Poger et al. 2016)

Experimentalné se velikosti 6 0hla ziskavaji nuklearni magnetickou rezonanci, za
pouziti znaéeni alifatickych fetézcti izotopy vodiku ?H nebo uhliku *3C. (Poger et al.
2016) V piipadé simulaci zalezi ziskani hodnot na detailnosti pouZzitého silového pole.
Pokud byla provedena ,,all-atom* simulace, tedy byly reprezentovany vSechny atomy
vcetné vodikl, pocitaji se stupné usporadanosti pfimo. V ptipad¢ ,,united-atom* silovych
poli, kde jsou nepoldrni vodiky zahrnuty do struktury téz§iho atomu, se hodnoty
vypocitavaji z predikce pozice vodikového atomu v zavislosti na Uhlech mezi vazbami
vedlejsich uhliki. (Piggot et al. 2017) Dalsi moznosti je vypocitat Scp pro uhlik i z hla
které svira spojnice mezi uhliky i-1 a i+1 s osou kolmou na plochu membrany. (Abraham

et al. 2015)

2.1.2.4 Lateralni difuze

Jako laterdlni difuze se oznacuje pohyb molekul lipida v rdmci jedné vrstvy membrény.
Lateralni difuze je urcovana difuznim koeficientem (DL) a poukazuje na tekutost
membrany a je také povazovana za jeden z vhodnych parametra pro validaci silovych poli

pro MD simulace membran. (Poger et al. 2016)

Lateralni difuze je experimentalné¢ nejCastéji méfena za vyuziti fluorescenénich
technik, pfipadné znaceni fosfatové hlavicky atomy zlata nebo spinovou znackou (napf.
nitroxidovou skupinou) pro elektronovou spinovou rezonanci. (Alberts et al. 2015).

Z MD simulaci lze D vypocitat ze sklonu kiivky tzv. mean square displacement — tedy



primérného posunu molekuly vynesené podél ¢asové osy jako feSeni tzv. Einsteinovy
rovnice

Dy = lim =< ([r(t + to) = 7(t0)P)s, (5)

t—oo

WV

kde n znaci stupné volnosti (v piipad¢ lateralni difuze n = 2) a r pozici tézisté molekuly

lipidu. (Pluhackova et al. 2016)
2.2 Permeabilita

Permeabilita udava schopnost latky pasivné prochdzet membranou. Tato vlastnost je
dilezita napiiklad pro transport 1é¢iv k cili pusobeni. Jeji miru udava tzv. koeficient
permeability (P).

Z MD simulaci lze permeabilitu latky zjisti za vyuziti tzv. modelu nehomogenni
rozpustnosti a difuze. (Diamond a Katz 1974) Tento model umoZiuje vypocitat
permeabilitu z nasimulované kiivky potencialu sttedni sily (G(z)) a lokalni difuzivity
(D(2)) podél normaly membrany (z) ptisobici na prochazejici molekulu vypoétem rovnice
(Marrink a Berendsen 1994)

pr= [ pe@) 1 (6)
D(2) kgT

Samotny prichod probiha obvykle vramci milisekund coz je pro klasické
MD simulace pfili§ dlouhy ¢asovy ramec a na Urovni simulovaného systému s jednou
molekulou nemusi k pozorovanému prichodu dojit vibec. Tento problém se fesi
pouzitim metod s posilenim vzorkovanim napf. ,,deStnikové* vzorkovani nebo

metadynamiky. (Di Meo et al. 2016)

Experimentaln¢ je permeabilita méfena pomoci technik vyuzivajici osmotickych jevi

(Price a Thompson 1969), NMR (Alger a Prestegard 1979), ¢i dalsich.

Permeabilita jsou ovliviiovana parametry membrany. Z modelu nehomogenni
rozpustnosti a difuze vyplyva jeji snizovani pfi zvyseni tloustky membrany, nebot’
molekula musi ptekonat del$i tisek. VEtsi plocha lipidu naopak ponechava vice prostoru
pro vmezeteni molekuly do membrany, a tak permeabilitu ulehcuje. Uspotradané;jsi
fetézce jsou spojeny s menSimi plochami lipidl, a to vede K vyrazngjsi energetické
penalizaci pfechodu (Xiang a Anderson 1997, Paloncyova et al. 2014). Nizsi koeficienty
lateralni difuze (D) vedou ke zpomaleni penetrace molekul do membrany (Paloncyova

et al. 2014), coz také zpusobuje sniZzeni koeficientti permeability.



2.3 Simulace

Naéstroje teoretické chemie umoziuji studovat vlastnosti a funkce systému v atomovém
rozliSeni, v jakém nejsou experimentalnimi prostiedky pozorovatelné. Jde o aplikaci
znamé, ¢i piedpokladané teorie ke zkonstruovani modelu zkoumaného systému a
naslednému vypoctu vyvoje stavu tohoto systému. Simulace takto mohou napiiklad
pomoci objasnit pritbéh procest a vliv riznych faktor na vysledky experimentalnich

pozorovani, jako je napt. vliv membranovych parametrii na permeability latek.
2.3.1 Molekulova mechanika a dynamika

Molekulova mechanika (MM) vyuziva k popisu systému funkci potencialni energie,
jejiz hodnota je vypoéitavana z pozic jednotlivych atomi v systému. Atomy jsou
aproximovany jako kulicky, vazby mezi nimi jako pruzinky (Obr. 4) a nevazebné
interakce jako vzajemné pfitahovani a odpuzovani, pticemz prispévek elektronil se
zanedbava. Potencialni energie vyjadiuje miru odporu v systému a tim energetickou
nevyhodnost jeho prostorového uspotradani. Pfesna forma funkce potenciondlni energie a
parametry prislusné ¢asticim v systému a jejich interakcim urcuje tzv. silové pole.

(Lewars 2016)

Obecné 1ze chapat funkci potencialni energie jako soucet oddelené vypocitatelnych
hodnot pro délky vazeb (Vb), vazebné uhly (Va), dihedralni (Vd) a nepravé dihedralni
uhly (Vig) a nevazebné interakce v podob¢é Van der Waalsovych (VL) a elektrostatickych

sil (Vc), viz rovnice 7.

V= ZVb+ZVa+ Z Vv, + z Vig (7)

vazby uhly dihedralni nepravé
Ghly dih.uh.
+ E VL] + Z VC
vaw elektrostatické
interakce interakce
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Obr. 4 Atomisticka reprezentace molekuly propanu v molekularni mechanice. Atomy jsou

reprezentovany jako kuli¢ky a vazby mezi nimi jako pruziny. Pfevzato z ref (Lewars
2016).

Hodnoty konstant v ¢lenech funkce potencialni energie udava silové pole. N&ktera
silova pole mohou vypocitavat hodnotu téchto ¢lent z odlisnych rovnic, nebo mohou také

do vypoctu zahrnout dalsi cleny. (Lewars 2016)

Molekulova dynamika (MD) aplikuje MM k simulaci vyvoje systému v ¢ase. Z funkce
potencialni energie se jeji negativni derivaci podle polohy urcuje sila ptisobici na kazdy
atom simulovaného systému, ktera je poté s pomoci Newtonovych zdkont pievedena na
zrychleni. Rovnice mé tvar:

av azri (8)

kde t znaci ¢as, V funkci potencialni energie, r polohu a mi hmotnost atomu i.

Pozice a rychlosti vSech atomtli simulovaného systému jsou vypocitavany v diskrétnich
Casovych krocich, které musi byt kratsi, nez je délka nejrychlejSiho simulovaného déje.
Novy stav systému pak slouzi jako vychozi stav pii dal§$im simulacnim kroku. Pocet
krokt zavisi na délce simulace. V pravidelnych intervalech se koriguje stav systému pro
udrZeni konstantni teploty a tlaku. Také se pravidelné zaznamenavaji pozice atomu do

vystupniho souboru, kterym je trajektorie systemu.
2.3.2 Silova pole

Silova pole urcuji pfesnou formu funkce potencidlni energie a konstanty nutné pro jeji
vypocet. Mimo to silova pole obsahuji seznam atomovych typtl s jejich predepsanymi
vlastnostmi pro vazebné a nevazebné interakce mezi atomy a pro vlastnosti jednotlivych
atomovych typa (napf. hmotnost atomu). Tento systém umoznuje naptiklad pouzit rizné

typy atomu pro reprezentaci atomu stejného prvku s odlisnymi vlastnostmi, nebo naopak
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zjednodus$eni, kdy se rozdilné ¢astice s podobnymi vlastnostmi reprezentuji atomem
stejného typu. Kombinaci téchto parametri mizeme ziskat topologie popisujici

molekuly.

Pti navrhu nového silového pole, nebo pii jeho rozsifovani je tieba urcit jeho
parametry v procesu tzv. parametrizace. N&které parametry je mozné urcit ab initio

empirickymi nebo semi-empirickymi metodami.

Silova pole také urCuji, vjakém rozliSeni budou vypocty probihat. Atomisticka
(all atom) silova pole zahrnuji do vypoétu kazdy atom simulovaného systému.
Tzv. sjednocena atomisticka (united atom) pole zahrnuji téZky atom a jeho sousedni
vodiky do jednoho ,,pseudoatomu®, ¢imz se snizuje mnozstvi potfebnych vypocti. O krok
dale jesté zachdzeji tzv. hrubozrnna (coarse grained) silova pole, ktera sjednocuji nékolik
tézkych atomu 1 s jejich sousednimi vodiky do korédlk (bead) umoznujici simulace
vétSich systémil. Je moZna 1 vy$$i mira abstrakce, nebo je mozné kombinovat rizné miry

rozliSeni pro rtizné soucasti simulovaného systému.

Obecné plati, Ze hrubsi rozliSeni vede k zjednoduseni vypocti coZ umoziuje simulovat
vetsi systémy nebo delsi ¢asové tseky. Nicméné dochazi ke ztrat€¢ informace na
jemngjSich Grovnich, coZ ale mize vést 1 k mensimu poctu zanesenych chyb odchylkami

vypocti.
2.3.2.1 Silové pole MARTINI

MARTINI je CG silové pole, piivodné vytvoifené pro simulaci lipidovych systémt
Vv Sirokém rozmezi stavi. Model je zaloZzeny na reprezentaci Ctyt tézkych atomu do
jednoho vétsiho beadu. Pro aromatické systémy se do jednoho beadu mapuji té¢Zké atomy

dva nebo tfi.

Pro jednoduchost jsou typy beadu rozdéleny do 4 skupin reprezentujici polarni (P),
smiSené polarni (N), apolarni (C) a nabité (Q) skupiny. V rdmci skupin jsou pak typy
beadl rozdé€leny podle jejich dalSich vlastnosti, jako je mira polarity, nebo role pfi tvorbé
vodikovych miistkli. Tento systém umoznuje reprezentovat rizné chemické skupiny se
podobnymi vlastnostmi stejnym typem beadu. Kombinaci beadii riznych typt pak lze

reprezentovat rozmanité molekuly. (Obr. 5)
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Obr. 5 CG reprezentace benzenu, DPPC a cholesterolu. Q zna¢i nabité, P polarni, N ¢aste¢né
polarni a C nepolarni beady. S zna¢i ptislusnost beadu k aromatickému systému.
Cislo u znacky beadu zna¢i miru polarity (rostouci 1 az 5), a znaé&i akceptor vodikové
vazby a beady oznacené 0 vodikové vazby netvoii. Prevzato a upraveno z ref
(Marrink et al. 2007).

K vypoétu nevazebnych interakci se vyuziva posunutého Lennard-Jonesova (LJ) a

Coulombického potencialu. Posunuty LJ potencial je ve tvaru:

. 12 . 6 9)
o s -(2)]

kde r znac¢i aktualni vzdalenost, o nejbliz§i vzdalenost mezi Casticemi a ¢ je silova
konstanta pro jejich interakci. Hodnota o je pevné ur¢ena na 0,47 nm pro vSechny pary
s vyjimkou nabité Q Castice se siln¢ apolarnimi ¢asticemi, kde o = 0,62 nm. Hodnoty €
jsou urceny matici interakci mezi typy beadti. Hodnota relativni permeability pro vypocet
Coulombického potenciélu je stanovena na & = 15 Oproti béznym atomistickym silovym
polim, jsou nevazebné interakce vypocitdvany mezi Casticemi spojenymi pies jeden
sousedni atom a v piipad¢ elektrostatickych interakci, i pro sousedni beady. Pro vypocet
piispévku délky vazby mezi Casticemi se pocita s rovnovaznou délkou b =0,47 nm a
silovou konstantou k® = 1250 kJ mol* nm™. Pro reprezentaci tuhosti fetézcti se vyuziva

harmonicky potenciél v cosinové formé:

1
Va(eijk) = Eke[COS(Bijk) — CO0S (00)]2 , (10)
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kde je silova konstanta pro alifatické fetézce stanovend na k? = 25 kJ mol™ a rovnovazny
Uhel jako 8o = 180°. V piipadé cis dvojnych vazeb jsou tyto hodnoty stanoveny na
k? = 45 kJ mol™ a 6o = 120°. Pro trans dvojné vazby k? = 45 kJ mol™ a 8o = 180°. Odlisné
hodnoty konstant jsou pouzity pro beady v aromatickych skupinach a pro beady
v aromatickém kruhu nejsou vypocitavany LJ potencialy. Pro udrZzeni geometrie
komplikovangjSich aromatickych systémi se vypocitava prispévek nepravého
dihedralniho ahlu.

CG silova pole obecné kviili hladSim energetickym pfechodlim zrychluji simulované
procesy oproti AA silovym polim. Pro silové pole MARTINI dochazi u riznych procesu
ke dvou az desetindsobnému zrychleni. Obecné se pocita se zrychlenim o faktoru ctyft.

(Marrink et al. 2007)

2.4 Biologické databaze

S velkym mnozstvim dat produkovanych modernimi védeckymi metodami vyvstal
problém, jak tato data uchovavat, spravovat a komunikovat §irsi védecké obci. Tento

problém fesi biologické databaze.

Datab4dze muzeme rozdélit napiiklad podle jejich obsahu a vyuziti. Napiiklad
sekven¢ni databaze obsahuji informace v podobé alfanumerickych sekvenci
reprezentujici proteiny a geny, zatimco strukturni databaze obsahuji o komplexnich
molekulach a jejich strukturach (napf. proteinovych), funkcich a potencidlnich
interakcich. Dalsim druhem typem databazi jsou databaze interakci, shromazdujici
informace o komplexnich molekulovych interakcich (napft. protein — protein).
(Cannnataro et al. 2014).

Data jsou obecné prechovavana v jednotnych strojové Citelnych formatech. Moderni
databaze Casto poskytuji nastroje usnadiujici praci v datovém prostoru, jako jsou

napiiklad komparatory, nastroje pro vyhledavani sekvenénich motivii atd.
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3 PRAKTICKA CAST
3.1 Pouzité nastroje

Pro MD simulace bylo pouzito silové pole MARTINI (Marrink et al. 2007). Systémy byly
vygenerovany softwarem Insane (Wassenaar et al. 2015) a vypocet probihal na
pocitacovém clusteru Univerzity Palackého Ingwe za pouziti softwarového baliku
GROMACS 4.5.1 (Pronk et al 2013). Vystupy MD simulaci byly analyzovany za pomoci
GROMACS 2018.1 (Abraham et al. 2015). Koeficienty permeability byly vyhledany
v databézi MolMeDB - www.molmedb.upol.cz (Juracka et al. 2019).

3.1.1 Insane

Insane (INSert membrANE) je nastroj pro generovani modelovych systému
v CG rozliseni obsahujicich lipidové dvojvrstvy. Primarné byl vytvofen pro praci se
silovym polem MARTINI. Program umoziuje i generovat systémy s makromolekulami
jako napf. transmembranovymi proteiny nebo riiznymi specifikacemi membran, jako jsou

naptiklad pory, nebo liposomy.

Po vytyCeni simula¢niho boxu jsou programem podél os x a y umistény dvé miizky
tvofené buitkami pfiblizné o plose, kterou lipid v dvojvrstvé zaujima. Poté je pro kazdou
buniku vypocitan prostor obsazeny atomy makromolekul, ptipadné pory, a pokud jeji
obsazeni dosdhne urcité miry, je tato buiika oznacena jako nevhodna pro umisténi lipidu.
Nasleduje ,,zamichani* potadi zbyvajicich bunék a vlozeni po jednom lipidu
V nastaveném poméru. Podobnym zplisobem je do systému vlozen solvent s tim rozdilem,
Ze se vyuziva trojrozmérnd miizka o velikosti bun€k odpovidajici priméru castice

solventu.

Po vytyc€eni simulaéniho boxu je podél os X a y umistény dvé miizky tvorené buitkami
pfiblizné€ o plose rovné primérné plose lipidu ve vrstvé membrany. Poté je pro kazdou
buiiku vypocitan prostor obsazeny atomy makromolekul, ptipadné dérami, a pokud jeji
obsazeni dosahne urcité miry, je tato buiika oznacena jako nevhodna pro umisténi lipidu.
Nasleduje ,,zamichani“ potfadi zbyvajicich bun€k a vloZzeni po jednom lipidu
V nastaveném poméru. Podobnym zptisobem je do systému vloZen solvent s tim rozdilem,
Ze se vyuziva trojrozmérnd miizka o velikosti bunék odpovidajici praméru Céstice

solventu.
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Takto vytvofené membrany jsou charakteristické pravidelnym uspotadanim castic.
Aby se zajistila rychla ztrata tohoto uspofadani, je kazda ¢astice nahodné vychylena. Tim
je do systému dodano napéti, které se rozsiii a napomiize miseni a ekvilibraci. (Wassenaar
et al. 2015)

3.1.2 GROMACS

GROMACS je voln¢ dostupny softwarovy balik pro provadéni MD simulaci, ktery nabizi
Sirokou Skalu nastrojii napi. pro generovani a ptipravu systémi pro simulaci, prevod
formatu struktur nebo pro analyzu vyslednych trajektorii a umoziuje vyuzivat celou skalu

silovych poli. (Abraham et al. 2015).
3.1.3 MolMeDB

MolMeDB (Molecule on Membrane Database) je oteviena, manualné spravovana
databaze interakci latek s membranami. Zahrnujici informace interakci latek
S membranami formou parti¢nich a permeacnich koeficientli, poptipadé energetickych
profild prichodu latek membranami. Data v MolMeDB byla ziskéna z védeckych ¢lankt
v recenzovanych Casopisech a vlastnich vypoct za vyuziti metody COSMOmic (Klamt
et al 2008). Databaze podporuje vyhledavani podle nazvu slouceniny, jejiho SMILES
zapisu, membrany, metody ¢i zdroje. Pfitomny jsou i odkazy na piislusné zaznamy
v dalSich databazich, jako je PDB, nebo PubChem. Jednotlivé data je mozno stahnout ve

vétsich celcich jako tabulky ve formatu csv.

Krom samotného vyc¢tu interakci latka/membrana, MolMeDB nabizi jednoduchy
nastroj pro komparaci interakci mezi vice metodami a/nebo metodami. Webova verze této

databaze je dostupna na adrese http://molmedb.upol.cz. (Juracka et al. 2019)

MolMeDB databaze k datu 15. 5. 2020 obsahuje zaznamy o 14181 interakcich 11153

latek na 31 riznych typech modelovych membran.

15


http://molmedb.upol.cz/

3.2 Modelové membranové systémy

Prvnim  fosfolipidem vybranym pro stavbu modelovych membran byl
palmitoyloleoylfosfatidylcholin (POPC), se kterym byl srovndvan vliv ostatnich
fosfolipidi. Tento neutralni fosfoglycerid ma nasyceny palmitoylovy fetézec (C 16:0) na
pozici snl a nenasyceny oleoylovy fetézec (C18:1 A®). Pro srovnani vlivu podilu
nasycenych a nenasycendch ftetézcti byly zvoleny dioleoylfosfatidylcholin (DOPC)
se dvémi nenasycenymi fetézci a dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) se dvémi

nasycenymi fetézci.

Pro srovnani vlivu fosfatové hlavic¢ky byly zvoleny
palmitoyloleoylfosfatidylethanolamin (POPE), s rovnéz nenabitou polarni hlavickou,
nicméné nachylnéj§i na tvorbu vodikovych vazeb, a palmitoyloleoylfosfatidyl-
glycerol (POPG) a palmitoyloleoylfosfatidylserin (POPC), oba se zaporn¢ nabitymi
fosfatovymi hlavickami. (Obr. 6)

Softwarem Insane byl vygenerovan systém s membranou ¢istého POPC a poté byly
generovany systémy se zvySujicim se podilem dalsiho fosfolipidu po 10 % az po
membrany skladajici se jen z ptimési. Smésné membrany s 60% az 90% vyskytem POPE,
POPG a POPS byly vynechany, protoze se ve fyziologickych podminkach v takovychto
koncentracich nevyskytuji. Vsechny membrany mély symetrické slozeni v obou vrstvach.
Systémy obsahujici POPG a POPS byly doplnény o kladné nabité Castice pro zachovani
elektroneutrality systému. Jedna ¢astice odpovida jednoatomovému iontu s jeho nejblizsi
hydratacni vrstvou. (Marrink et al. 2009) Systémy byly v simula¢nich boxech
solvatovany modelem vody, kde jeden bead reprezentuje 4 molekuly vody (Marrink et al.
2007) v ptiblizném poméru 13 beadu solventu na 1 lipid. 10 % castic solventu bylo

nahrazeno tzv. antifreeze ¢asticemi, zabranujici nefyzikalnimu zamrznuti systému.

Celkem takto bylo vygenerovano 6 systému s Cistymi a 33 systémi se smésnymi
membranami. Velikost simulaéniho boxu byla zvolena 10x10x10 nm, coz vedlo

Kk vytvofeni membran o velikosti 168 lipid na vrstvu pro smisené a 169 lipidi na vrstvu

//////

do systému.
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Obr. 6 Strukturni vzorce fosfolipidd, ze kterych se sklddaji modelové membrany.

3.3 Metody MD simulaci

Topologie pro silové pole MARTINI byly ziskany z webu
http://cgmartini.nl/index.php/force-field-parameters. Konkrétn¢ byly pouzity soubory

martini_v2.2.itp, martini_v2.0_lipids_all_201506.itp a martini_v2.0_ions.itp pro
defininice CG c¢astic, lipida a iontl. Vypocty pro modelové systémy pak byly provadény
programem gmx mdrun softwarového baliku GROMACS 4.5.1 na po¢itacovém clusteru

Ingwe poskytnutym Katedrou fyzikalni chemie Univerzity Palackého.

Na modelovych systémech byly nejprve provedeny minimalizace energie systému
metodou nejstrmé&jsiho sestupu. Maximalni délka procesu byla nastavena na délku 400 ps
se simula¢nim krokem 0 délce 0.04 ps. Koordinaty a rychlosti ¢astic byly zapisovany do
vystupu kazdych 200 ps. Kazdych Na konci byly zaznamenavany energie systému do .log
souboru a kazdé 4 ps do .edr souboru. Trajektorie byly ukladany kazdych 40 ps do .xtc

souboru. Sousedni ¢astice pro vypocet nevazebnych interakci byly zjiStovany pomoci
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miizky kazdych 0.4 ps. Periodické podminky byly nastaveny pro vSechny smeéry.
Nevazebné interakce byly vypocitiny za pomoci Coulumbického a posunutého
LJ potencidlu. Cut-off pro LJ byl nastaven na 1,2 nm s postupnym snizovanim sily na

nulu od 0.9 nm. Dalekodosahové interakce byly pocitany do vzdalenosti 1,2 nm.

Minimalizované systémy byly ekvilibrovany metodou leap-frog integratoru po dobu
200 ns o se simula¢nim krokem délce 0,002 ps. Kazdych 20 ps byly zaznamenavany
energie do .log a .edr souboru a trajektorie do .xtc souboru. Zaznamy energii v .edr
soubory byly rozdéleny do skupin podle typu molekuly. Ekvilibrace probé¢hla za stalého
tlaku 1 baru a stalé teploty 310 K. Korekce teploty probéhla kazdou pikosekundu za
pomoci v-rescale termostatu vyuzivajicim stochastického Skalovani rychlosti. Korekce
tlaku probéhla kazdych 12 ps barostatem parrinello-rahman. Pouzito bylo semiisotropni

prostiedi s kompresibilitou 3-10* bar.,

S ekvilibrovanymi systémy byla provedena vysledna simulace trvajici 1000 ns se
simulaénim krokem o délce 0,01 ps. Ostatni parametry simulace byly totozné s parametry

ekvilibrace.
3.4 Analyzy strukturnich parametri membran

Na vystupech vyslednych simulaci byly provedeny analyzy membranovych parametri.
Vsechny nastroje pouzité pro analyzy jsou soucasti softwarového baliku GROMACS
2018.1. Pro vypocet tloustky membrany, plochy lipidu a parametrti uspotfadani byly
vysledné simulace rozdéleny na 10 ¢asti po 100 ns. Poté byla kazda ¢ast samostatné
analyzovana a vysledné hodnoty byly stanoveny jako pruméry a odchylky souhrnu téchto

parcialnich analyz.

Tloustky membran (DnH) byly vypoclteny z profilt elektronové hustoty vzhledem
k ose kolmé na plochu membrany. Tyto hodnoty byly ziskany nastrojem gmx density
z trajektorii. Dun pak byly urceny jako vzdalenost maxim elektronovych hustot pro PO4
beady (reprezentujici fosfatovou skupinu).

Primérné plochy lipidu (AL) byly stanoveny jako primérna velikost plochy
simulaéniho boxu podél os x y (coz odpovida orientaci plochy membrany) béhem
simulace vydé¢lené poctem fosfolipidi na vrstvu. Rozméry simula¢niho boxu byly

ziskany programem gmx energy.
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Parametry uspofadani (Scp) acylovych fetézca byly ziskany pomoci programu gmx
order. Tento program uréuje parametr uspotradani pro ¢astici i z Uhlu které svira spojnice
mezi Casticemi i+1 a i-1 vzhledem k ose kolmé na plochu membrany. (Abraham et al.
2015)

Difuzni koeficienty (Dr) byly uréeny z kiivek tzv. mean square displacement na plose
orientované podle plochy membrany. Tyto kiivky byly zvlast pro kazdy druh lipidu
v systému ziskany programem gmx msd. Poté byla z téchto kfivek vy¢lenéna data pro
prvnich 7000 ps vysledné simulace. Tato data pak byla rozdélena na kratsi ¢asové Useky,
pro které byly zjistény hodnoty DL programem linearni regresi provedenou programem
gmx analyze. Takto ziskané hodnoty bylo nutné vynasobit ¢tyimi, kvili zrychleni
difuznich déju v silovém poli MARTINI.

3.5 Koeficienty permeability

Permeabilitni koeficienty byly ziskdny z databdze MolMeDB. Data byla vybréna pro
slouceniny, kde jsou dostupné koeficienty permeability z experimentti a vypocti pro dveé
a vice zmodelovych membrén. Dalsim kritériem byla teplota pii experimentu ¢i
simulovaného systému v rozmezi 295 az 315 K. Uzsi rozmezi by vedlo k nedostatku dat
pro srovnani, pficemz $irsi by uz zahrnovalo struktury ve stavu pfili§ odliSném tomu pfi

simulované teploté 310 K.

Pro srovnani propustnosti riznych membran byly vypocitdny primérné hodnoty a
urcen rozsah uddvanych hodnot. Experimentalni a vypo¢tené hodnoty byly srovnavany

zvlast.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Parametry membran v zavislosti na jejich sloZeni

Jak jiz bylo popsdno vyse, u jednotlivych simulovanych membran jsme sledovali
nasledujici parametry — tloustky membran, plochu lipidu, parametry uspotfadanosti a

lateralni difuzi
4.1.1 Tloustky membran

Data pro tloustky membran (Dnh) se vyznacuji vyraznymi smérodatnymi odchylkami.
Zmény smésnych poméri membran také nevedly k jednozna¢nému trendu ve zméné Dy
(Obr. 7). Tyto nejednoznacnosti jsou ziejmé zpusobeny relativné vyraznou fluktuaci
jednotlivych fosfolipida v ramci vrstvy membrany nebo pfili§ hrubym ptiblizenim
pouzitého vypocetniho modelu. Piesto 1ze vysledovat trend, projevujici se u membran
slozenych z cholinovych lipidd, kdy se po zavedeni pfimési do POPC membrany
V podstaté libovolného dal$iho sledovaného lipidu se Dun zveEtsi, ale Cisté DOPC a DPPC
membrany maji opét mensi tloustky nez jejich smési s POPC. Tento trend je ziejmé

zpisoben nesouladem v geometriich acylovych fetézc.

Mimo to lze z dat pro ¢isté membrany pomérné s jistotou ur€it, ze ne/nasycenost
vazeb fetézcl ma vyraznéjsi vliv na Dnn nez druh hlavicky. Z dat plyne potadi od nejvétsi
DuH po nejmensi jako: DPPC, POPx, DOPC. Ziejmé jde o efekt cis dvojnych vazeb
Vv oleoylovém fetézci, které jej ohybaji, coz vede ke zizeni membrany. Tyto vysledky ale
nereflektuji kratsi délku palmitoylovych fetézcli oproti oleoylovym, protoze silové pole
MARTINI oba reprezentuje ¢tyimi beady. Nicméné jak ukazuje srovnani s literaturou,

presnost predikce Duy pomoci CG simulaci je srovnatelna s AA simulaci (Tab. 1).

Hlavi¢ky maji vliv sice mensi, ale pfesto pozorovatelny — tloustka u POPx se
zmenSuje v poradi POPE > POPG ~ POPS > POPC. POPE ma ethanolaminovou
hlavicku, kterd je schopna vytvaiet vodikové miistky s vodami, pfi¢emz tato hydratace
ziejmeé membranu nabobtna a zvysi tloustku. Nasleduji negativné nabité lipidy POPG a
POPS, které maji v podstaté podobné tloustky a ziejmé tedy podobné hydrata¢ni chovani
— ale protoZe se navzédjem negativné nabité hlavicky odpuzuji, tak se ,,bobtnani* projevuje
spise zvétSenim plochy lipidu (viz néasledujici kapitola). Cholinova hlavicka u POPC pak
zfejmé neni natolik hydratovéna, a proto oproti jinym lipidovym hlavam tvoii méné tlusté

membrany.
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Obr. 7 Vyvoj tloustky membran (Dun) V nm pii zméné podilu POPC. Nalevo jsou
zaznaceny Cisté membrany slozené z jednoho druhu fosfolipidu a smérem doprava
stoupd podil POPC. Modrd barva oznacuje smés DOPC:POPC, oranzova
DPPC:POPC, seda POPE:POPC, zluta POPG:POPC, zelena POPS:POPC, Cervena
POPC.

Tab. 1 Srovnani tloustky ¢istych membran (Duw) V nm z nasi CG simulace, AA simulaci a
experimentd. Kde bylo zjisténo vice hodnot, je uvedena maximalni minimalni
zjisténa hodnota.

membrana CG simulace experiment AA simulace
DOPC 3,77+0,04 3,53" 3,717 3,577 — 3,797
DPPC 4,12 + 0,04 3,78 - 3,968 3,604+ — 3,67558
POPC 3,88 +£0,07 37" 3,667 — 3,031
POPE 4,04 £0,07 4,007 4.11 — 4.467T1
POPG 3,99+0,05 3,73 -3,74% -
POPS 3,96 £ 0,03 4,225 4,065

“Tristram-Nagle et al. 1998, fLiu a Nagle 2004, *Kuderka et al. 2006a, SNagle et al. 1996,
“Kuderka et al. 2009, * Rappolt et al. 2003, * Kucerka et al. 2012, % Pan et al. 2014a, “"Ercan
etal. 2016, ""Reigada 2013, **Kruczek et al. 2017, $3Pandit et al. 2008, " Pandit et al. 2004,
1t Pluhackova et al. 2016

Jak ukazuje Tabulka 1, ve srovnani s experimentem udavaji CG simulace systematicky
vy$$i DuH. Vyjimkou je POPS, kde je ale udavana relativné vyrazné vyssi experimentalné
zmétend tloustka nez V jinych piipadech. V tomto piipadé se také CG simulace od
experimentu li§i nejvice, ale AA simulace i v tomto pfipadé¢ udavaji porovnatelné
vysledky. K nevyraznéjsimu nadhodnoceni viéi experimentu pak doslo u DPPC, kde

hraje roli jiZ zminéna CG reprezentace.
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4.1.2 Plochy lipida

Data pro plochy lipidu (AL) vykazuji na rozdil od tlousték Dnn pfi zméné smésnych
poméri jednozna¢né lineérni trendy (Obr. 8). Vyrazné nejvétsi AL je mozno pozorovat
pro DOPC, kde se AL se zvySovanim podilu POPC zmens$uje. Opac¢ny trend pak nastava
pro DPPC. Z toho je moZno usoudit ze vyznamnou roli hraje podil ne/nasycenych
acylovych fetézci v membrané. Dvojna vazba v fetézci ziejmé vede k nepravidelnosti
V uspofadani, ¢cimz se zvétSuje prostor nutny k umisténi fosfolipidu. Nasycené fetézce

naopak umoznuji tésn¢jsi usporadani.

Vyrazné malé AL lze pozorovat u POPE, kde je tésné usporadani ziejmée zpisobeno
ethanolaminovou hlavickou, kde aminova skupina mize slouzit jako donor pro
vodikovou vazbu. Pii zvySovani podilu POPC klesa tento vliv na AL pomaleji nez vliv
vysokého podilu nasycenych vazeb. V ptipadé POPG a POPS je tento trend vyrazné
snizen odpuzovani kvili shodnému parcialnimu naboji fosfolipidd, pfesto AL membran
obsahujici tyto lipidy ztstava mensi nez pro membranu z ¢istého POPC, ale jak vime

zZ predchozi kapitoly, dochazi u nich ke zvétSovani tlouStky membrany.

Pfekvapivé nizkd mira smérodatnych odchylek (v fadech 10% nm?) mize byt
zpisobena CG reprezentaci omezujici moznosti prostorového usporadani lipidu.
Nicméné i ptes toto omezeni jsou hodnoty A ziskané CG simulacemi srovnatelné s daty

z AA simulaci, co se tyké piiblizeni se experimentum (viz Tab. 2).

V piipadé¢ DOPC, POPG a POPC spadaji AL vypocitané CG simulacemi do rozmezi
experimentdlnich hodnot. U DPPC doslo k mirnému podhodnoceni a v ostatnich

ptipadech k mirnému nadhodnoceni oproti experimentu.
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Obr. 8 Vyvoj plochy lipidu (AL) v nm? pti zméné podilu POPC. Nalevo jsou zaznadeny &isté
membrany slozené zjednoho druhu fosfolipidu a smérem doprava stoupd podil
POPC. Modréa barva oznacuje smés DOPC:POPC, oranzova DPPC:POPC, seda
POPE:POPC, Zluta POPG:POPC, zelena POPS:POPC, ¢ervena POPC.

Tab. 2 Srovnani plochy lipidu ¢istych membran (AL) v nm? z CG simulaci, AA simulaci a
experimentd. Kde bylo zjisténo vice hodnot, je uvedena maximalni minimalni
zjisténa hodnota.

membrana CG simulace experiment AA simulace
DOPC 0,686 + 0,0004 0,669" — 0,724f 0,64%% —0,702""
DPPC 0,611 £ 0,0004 0,629% — 0,6438 0,5717111 — 0,654%H
POPC 0,657 £ 0,0005 0,593 - 0,683"" 0,605%% — 0,680
POPE 0,617 £+ 0,0005 0,580% —0,590%8 0,502 — 0,5643%55
POPG 0,646 £ 0,0005 0,643™" - 0,663 -
POPS 0,652 + 0,0005 0,627+ 0,620

“Kugerka et al. 2009, "Kucerka et al. 2006b, ‘Nagle et al. 1996, $Kucerka et al. 2006a, ~“Leftin
et al. 2014, "'Kucerka et al. 2009, ** Kugerka et al. 2015, 5Rappolt et al. 2003, *“Pan et al.
2014b, Kuderka et al. 2012, #*Pan et al. 2014a, %%%Pandit et al. 2008, **"Ercan et al. 2016,
f*fKargan et al. 2017, *##!Dai et al. 2010, 5555Pluhackova et al. 2016, **"Hénin et al. 2008.
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4.1.3 Parametry uspoiadanosti

Parametry uspotfadanosti (Scp) byly vypocitany vzdy pro prvni tii beady fetézce ve sméru
od hlavicky, coz pfiblizné odpovida prvnim patnacti uhlikim ve stejném smeéru.
Spoleénym trendem je klesani Scp ve sméru do stfedu membrany coz reflektuje
neusporadanost fetézcti v této oblasti (Obr. 9). U vsech oleoylovych fetézcu byl
zaznamenan prudky pokles Scp na druhém beadu, zahrnujicim uhliky 9 a 10 odpovidajici
pfitomnosti cis dvojné vazby. Tyto trendy velmi dobie koresponduji s daty zjisténymi
experimentalnimi metodami (Obr. 10) a AA simulacemi (Obr. 11). Nicméné CG simulace
maji tendenci uvadét hodnoty Scop vyS$i coz plyne ze snizeni stupiitt volnosti kvili
zhrubeni systému, a tedy jeho vyS$si organizovanosti (ktera odpovida i dobie znamému
posunu teploty fazového ptechodu u silového pole MARTINI). Ze stejného diivodu byly
zjistény i minimalni smérodatné odchylky (maximalné v ¥adech 1073).

Pfi srovnani jednoslozkovych membran byly zjiStény nejvyssi hodnoty Sco pro DPPC
fetézcl, coz vede k niz§imu uspofadani v systemu. Vysoky podil nasycenych fetézct ma
efekt opacny. Nicméné Scp nenasyceného snl fetézce POPE dosahuje pfiblizné stejnych
hodnot jako DPPC (pro prvni a druhy bead dokonce nepatrné vétsich). Relativné vysoka
mira usporddani POPE zahrnuje i oleoylovy sn2 fetézec. Ziejm& je to zpiisobeno
interakcemi mezi beady fosfatovych hlavicek a dfive zminénou mensi plochou tohoto
lipidu, ktera si vynucuje tésné&jsi uspotradani lipidd a tim napomahaji pravidelng;si
orientaci lipidu v ramci vrstvy. Sco POPG a POPS je také vyssi nez pro POPC, ale

vzajemné odpuzovani tuto pravidelnost ziejmé narusuje.

V ptipad€ smiSenych membran, méla pfitomnost druhé slozky na Scp POPC relativné
maly vliv. (Obr. 12) Nicméné je vidét Zze pritomnost slozky s tendenci Kk vyssi mite

usporadani vede k vys$§im hodnotam Scp POPC a naopak.
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Obr. 9 Parametry uspotadani (Scp) snl fetézcti (A) a sn2 fetézct (B) lipidl jednoslozkovych

membran. Modra barva zna¢i DOPC, oranzova DPPC, Seda POPE, Zlutd POPG,
zelend POPS a ¢ervend POPC membranu.
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Obr. 10 Srovnani parametr uspotfadani (Scp) snl fetézcl (A) a sn2 fetézci (B) POPC
jednoslozkové membrany zjisténych CG simulaci a experimentdlnimi metodami.
Cervené trojuhelniky jsou hodnoty znasich CG simulaci. Experimentalni znagi
barvy: tmavé modra ref (Abu-Baker et al. 2007), oranzova ref (Salnikov et al. 2009),
Seda ref (Ferreira et al. 2013), zlutd ref (Lafleur et al. 1990a), svétle modra

ref (Lafleur et al. 1990b), zelena ref (Seelig a Waespe-Sarcevic 1978) a hnéda
ref (Lafleur et al. 1989).
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Obr. 11 Srovnani parametri uspotfadani (Scp) snl fetézcl (A) a sn2 fetézci (B) POPC
jednoslozkové membrany zjisténych CG simulaci a AA simulacemi. Cervené
trojuhelniky jsou hodnoty z nasich CG simulaci. Hodnoty AA simulaci znaceny
barevné: modra ref (Pluhackova et al. 2016), oranzova ref (Ferreira et al. 2013), Seda
ref (Janosi a Gorfe 2010), zluta ref (Zhao et al. 2007), zelena ref (Loura et al. 2013),
hnéda ref (EImore 2005).
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Obr. 12 Parametry uspotadani (Scp) snl fetézct (A) a sn2 fetézcd (B) POPC ve smiSenych
membranach s 50 % koncentraci DOPC (modie), DPPC (oranzové), POPE (Sedg€),
POPG (zlutd), POPS (zeleng). Cervend jsou pro srovnani uvedena data pro
jednoslozkovou POPC membranu.
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4.1.4 Lateralni difuze

V zévislosti na case odbéru kiivky stfedniho posunu lipidu (MSD) se lisila i hodnota
diftizniho koeficientu DL a tato hodnota s ¢asem klesala (Obr. 13). Byly zjistény relativné
vyrazné rozdily v lateralnich difuzich jednoslozkovych cholinovych membran (Obr. 13).
S klesajicim podilem nenasycenych fetézcti jednozna¢né klesa DL v membrané —
usporadanéj$i membrany jako DPPC méné difunduji. Geometrie cis dvojnych vazeb
dvojnych fetézcl zjevné vede ke ztizeni nalezeni energeticky vyhodnéjsiho usporadani
v rdmci vrstvy membrany. Zména cholinovych hlavic¢ek za ethanolaminové, glycerolové

a serinové vedla Kk jest¢ vétSimu snizeni D oproti POPC. Pravdépodobné to bylo

A4 r

zpusobeno vys§i mirou silngjsich nevazebnych interakci mezi hlavickami a Vv ptipadé
POPG a POPS i vzijemnym odpuzovanim kvuli parcialnimu naboji hlavic¢ek. Tyto
nevazebné interakce takto omezily moznosti pohybt jednotlivych molekul v ramci vrstvy

membrany.

cas (ps) DOPC DPPC POPC POPE POPG POPS

0 4.90E-06 4.38E-06 4.69E-06 4.24E-06 4.44E-06 4.38E-06

100 2.45E-06 2.11E-06 2.31E-06 2.05E-06 2.13E-06 2.11E-06
200 1.93E-06 1.67E-06 1.82E-06 1.62E-06 1.67E-06 1.66E-06
300 1.66E-06 1.44E-06 1.57E-06 1.40E-06 1.43E-06 1.42E-06
400 1.48E-06 1.29E-06 1.41E-06 1.25E-06 1.28E-06 1.27E-06
500 1.35E-06 1.18E-06 1.29E-06 1.15E-06 1.17E-06 1.16E-06
600 1.27E-06 1.10E-06 1.20E-06 1.07E-06 1.10E-06 1.09E-06
700 1.20E-06 1.05E-06 1.13E-06 1.02E-06 1.04E-06 1.03E-06
800 1.14E-06 1.00E-06 1.09E-06 9.69E-07 9.90E-07 9.79E-07
900 1.09E-06 9.57E-07 1.04E-06 9.33E-07 9.50E-07 9.34E-07
1000 1.05E-06 9.15E-07 9.87E-07 8.87E-07 9.06E-07 8.95E-07
1200 9.91E-07 8.72E-07 0O.43E-07 8.44E-07 8.67E-07 8.44E-07
1400 9.58E-07 8.37E-07 0.02E-07 8.09E-07 8.27E-07 8.10E-07
1600 9.26E-07 8.11E-07 8.74E-07 7.84E-07 8.01E-07 7.79E-07
1800 8.99E-07 7.84E-07 8.53E-07 7.63E-07 7.79E-07 7.57E-07
2000 8.69E-07 7.51E-07 8.23E-07 7.33E-07 7.48E-07 7.29E-07
2500 8.32E-07 7.20E-07 7.89E-07 7.01E-07 7.20E-07 7.00E-07
3000 8.07E-07 6.98E-07 7.62E-07 ©6.80E-07 6.94E-07 6.81E-07
3500 7.87E-07 6.79E-07 7.51E-07 ©6.65E-07 6.79E-07 6.66E-07
4000 7.71E-07 6.68E-07 7.43E-07 6.58E-07 6.68E-07 6.50E-07
4500 7.60E-07 6.60E-07 7.31E-07 6.57E-07 6.64E-07 6.41E-07
5000 7.53E-07 6.60E-07 7.25E-07 ©6.52E-07 6.61E-07 6.35E-07
5500 7.50E-07 ©.54E-07 7.17E-07 ©6.42E-07 6.54E-07 6.27E-07
6000 7.50E-07 ©.52E-07 7.12E-07 ©6.39E-07 6.48E-07 6.24E-07
6500 7.48E-07 6.50E-07 7.09E-07 6.35E-07 6.48E-07 6.25E-07

Obr. 13 Miry lateralni difuze (Dv) lipidG v cm?-s? pro jednoslozkové membrany v prvnich
7 ns vysledné simulace. Zelena barva znaci vys$§i miru D. a Smérem k ervené klesa.
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cas (ps) DOPC DPPC POPC POPE POPG POPS

0 4.77E-06 4.57E-0b 4.69E-06 4.47E-06 4.51E-06 4.50E-06

100 2.37E-06 2.24E-0b 2.31E-06 2.17E-06 2.21E-06 2.21E-O6
200 1.87E-06 1.77E-06 1.82E-06 1.71E-06 1.75E-06 1.75E-06
300 1.61E-06 1.51E-06 1.57E-06 1.46E-06 1.50E-06 1.50E-06
400 1.44E-06 1.35E-06 1.41E-06 1.30E-06 1.34E-06 1.35E-06
500 1.32E-06 1.24E-06 1.29E-06 1.20E-06 1.23E-06 1.24E-06
600 1.23E-06 1.16E-06 1.20E-06 1.12E-06 1.15E-06 1.16E-06
700 1.16E-06 1.10E-06 1.13E-06 1.06E-06 1.09E-06 1.09E-06
800 1.12E-06 1.04E-06 1.09E-06 1.01E-06 1.05E-06 1.04E-06
900 1.07E-06 9.97E-07 1.04E-06 9.71E-07 1.00E-06 1.00E-06
1000 1.02E-06 9.51E-07 9.87E-07 9.23E-07 9.57E-07 9.45E-07
1200 9.65E-07 9.04E-07 ©S.43E-07 8.80E-07 8.98E-07 8.93E-07
1400 9.28E-07 8.68E-07 9.02E-07 8.43E-07 8.56E-07 8.58E-07
1600 8.94E-07 8.40E-07 8.74E-07 8.21E-07 8.30E-07 8.29E-07
1800 8.72E-07 8.22E-07 8.53E-07 8.01E-07 8.05E-07 8.01E-07
2000 8.38E-07 7.88E-07 8.23E-07 7.77E-07 7.76E-07 7.65E-07
2500 8.08E-07 7.56E-07 7.89E-07 7.46E-07 7.55E-07 7.37E-07
3000 7.86E-07 7.33E-07 7.62E-07 7.27E-07 7.30E-07 7.17E-07
3500 7.74E-07 7.21E-07 7.51E-07 7.08E-07 7.20E-07 7.03E-07
4000 7.59E-07 7.07E-07 7.43E-07 ©.95E-07 7.12E-07 6.86E-07
4500 7.50E-07 6.97E-07 7.31E-07 6.89E-07 6.96E-07 6.72E-07
5000 7.45E-07 6.92E-07 7.25E-07 6.87E-07 6.91E-07 6.62E-07
5500 7.36E-07 6.85E-07 7.17E-07 6.79E-07 6.89E-07 6.58E-07
6000 7.31E-07 6.8B4E-07 7.12E-07 6.82E-07 6.88E-07 6.55E-07
6500 7.33E-07 6.82E-07 7.09E-07 6.77E-07 6.86E-07 6.48E-07

Obr. 14 Miry lateralni difuze (D) POPC v cm?-st pro membrany s 50% podilem druhé
slozky prvnich 7 ns vysledné simulace. Pro srovnani jsou uvedeny hodnoty
jednoslozkové membrany slozené z POPC. Zelena barva zna¢i vy$$i miru D a
smérem k Cervené se snizuje.

V ptipadé smiSenych membran byl pozorovan trend, kdy ptitomnost slozky, jejiZ ¢ista
membréna se vyznacovala vy$§imi hodnotami D, vedla ke zvySeni D druhé slozky a
naopak. Tento trend ilustruji zmény chovani POPC v 50% koncentraci druhé piimeési

(Obr. 14).

Ve srovnani s experimentem (Tab. 3) udavaji data z CG simulaci nékolikanasobné
vys$$i hodnoty Dy, ale trend sniZeni D pfi sniZeni podilu nasycenych vazeb udévaji
spravng.

Tab. 3 Srovnani lateralni difuze (D) ¢istych cholinovych membran v x 108 cm?-s™! z nasi
CG simulace a experimentu.

membrana CG simulace experiment
DOPC 755+0.9 16"
DPPC 65.7 £ 0.7 7,67
POPC 723+1.3 12,9+1,2¢

“Filippov et al. 2003, 'Naqvi et al. 1974, ‘Landha et al.1996
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4.2 Permeabilitni koeficienty

Z databdze MolMeDB byly ziskany koeficienty permeability (logP) pro latky, kde
existoval zaznam o koeficientu permeability pro vice nez jednu modelovou membranu
ziskané experimentem (Tab. 4) nebo vypocetnimi metodami (Tab. 5). Pro POPS nebyla

nalezena data zadna.

Tab. 4 Hodnoty logP (cm-s?) ziskané experimentem.

permeant DOPC DPPC POPC
voda -2,38" -3,08™ -1,87+

-4,15°

-4,32%

-3,608
amoniak - 0,381 -1,4488
mocovina - -5,46% -5,89¢¢
acetamid - -4,19% 4,288
glycerol - -6,00+ 1,77

“Olbrich et al. 2000, "Rawicz et al. 2008, *Yoshitani a Yomazaki, $ Huster et al. 1997, "*Winter
a Schatz 2010, "fHill et al. 1999, *!Koening et al. 1992,%Lande et al. 1995, ““Peterlin et al.
2009

V ptipadé Ze bylo zjisténo vice hodnot, byl vypocitan pramér a rozsah hodnot (Obr. 15,
Obr. 16). V nekterych pfipadech rozsahy permeabilitnich koeficientd (naméfenych i
vypoctenych) pro rizné membrany jsou tak Siroké, ze navzdjem piekryvaji. UZ jen
Z tohoto divodu lze o metod¢ srovnavani priméru mluvit pfinejlepsim jako o hrubém
odhadu. Také je nutno ptihlédnout k faktu, ze hodnoty nebyly ziskany vSechny za
stejnych teplot.

Experimentalni (daje o permeabilitach byly ziskany jen pro cholinové membrany.
Z téchto dat se zda ze DPPC je propustngjsi neZ POPC. Pro DOPC byly zjistény jen
permeability vody, kde se DOPC jevi paradoxné jako nejméné propustna z cholinovych
membran. Nicméné nameétené hodnoty permeability vody pro DOPC maji Siroky rozsah,

kvtli ¢emuz je tieba ji brat s urcitou rezervou.
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Tab. 5 Vypocetné ziskané hodnoty logP (cm-s™).

permeant DOPC DPPC POPC POPE POPG POPE:POPC
H20 -2,66" -2.08" -2,85" -2.85" -3,05" —
-2,89" -2.21° -2,92 -2.82° 2,74
-2,82" 217 -2,89 -2.82" -2,80"
-2,79" 213" -2,68" -2.67 -3,00"
-3,401 -2,19%
-4,42¢ 2,17+
-1,85%
-2,12%
-2,48%
2,094
-2,36%
_3,12§§
-3,06§§
0 -0,278 — 1,23" -0,478 — -
1,417
1,727
1,417
NH; -2,187 — -0,89% -1,77H# — —
-0,89™
ethanol -0,81f - -0,098%8 - - -
_0,07§§§
0,30
-1,07ftt
-1, 221
buthanol -1,18' - 0,86588 - - -
0,90§§§
trimethoprim ~ -2,46'% — -3,76%H — - -
-3, 721
-4, 2341
Xe -1,298 — — -0,61% — —
CO; -3¢ - - -0,948 - 0.481
1f

"Venable et al. 2019, fPalaiokostas et al. 2018, *Orsi et al. 2010, $Doniza et al. 2015, “*Zocher
etal. 2013, ""MolMeDB, *Carpenter et al. 2014, **Comer et al. 2014a, $¥Sajadi a Rowley 2018,
““Dotson a Pias 2018, ""Ghysels et al. 2017, **Hub et al. 2010, $%%Comer et al. 2017,
**Comer et al. 2014b, "TtGhaemi et al. 2012, **iSun et al. 2018
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Obr. 15 Primérné miry permeability (logP) zjisténé experimentalnimi metodami. Vyznacen
je i rozsah ziskanych hodnot. Modie DOPC, oranzové DPPC, cervené POPC.

ENII
e
96X
X
B4 X
X
—

-5
N AN
\2\,1/0 Oq/ %‘g") ,b(\o ’boo Q\é\ “\gj (JO%
N X R
e S >
S @é

\&\

Permeanty

Obr. 16 Primérné miry permeability (logP) zjisténé vypocetnimi metodami. Vyznacen je i
rozsah ziskanych hodnot. Modie DOPC, oranzové DPPC, ¢ervené POPC, Sedé
POPE, zlut¢ POPG, zelen¢ 50 % smes POPE:POPC. Ibuprofen -1 znaci zaporné
nabity iont.

Z nalezenych experimentalnich métfeni (Obr. 15) vyplyva ponékud piekvapivy fakt, ze
membrana DPPC se zda byt propustnéjsi nez fluidnéjsi membrany POPC a DOPC.
U vypocetnich metod (Obr. 16) je situace pestiejsi, ale 1 zde se vyskytuji ptipady, kdy je

zorganizovanéj$i POPC membrana fadové vice propustna nez nejcastéjsi fluidni DOPC.
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4.3 Souvislost strukturnich parametri a permeability

Ziskané permeability byly srovnany s vypoctenymi vlastnostmi simulovanych membran.
V nasledujicim textu zkusime porovnat predpokladané trendy strukturnich parametri
S pozorovanym trendem permeabilitnich koeficientl. Lze pfedpokladat, ze by latky mély

prochazet ptfes membrany tehdy pokud:

- jsou ten¢i (min. DHH) — nebot’ se tak snizuje délka, pres kterou musi latka projit,

- maji dostatek prostoru kolem hlavicek (max AL) — nebot’ v takovém piipadé se

snadné&ji latka vmezeti do membrany,

- jsou neuspotadangjsi (min Scp) — nebot’ pak se snaze vytvoii prostor v membrané

pro pruchod latky,

- jsou mobilngjsi (max D) — nebot’ se tak rychleji mohou dostat pfes membranu.
Proto jsme podle téchto trendli porovnali jednotlivé parametry pro membrany viici POPC
membrané. Podobné jsme srovnali permeabilitni koeficienty a tam, kde jsme neméli data
pro POPC (COz, Xe) jsme pouzili srovnani s prumérnym rozdilem DOPC od POPC
(Obr. 17).

Podle klesajici tloustky lze seradit ¢isté cholinové membrany: DPPC, POPC, DOPC,
coz je v ptimém rozporu s predpokladem, Ze by se permeability mély s rostouci Duh
snizovat. Je mozné Ze toto pozorovani samo o sobé neni prikazné, vzhledem ke
CG aproximaci délky palmitoylového fetézce, avSak stejna situace nastava i pfi srovnani
ostatnich parametrii s témito daty. Vyssi mira usporadanosti, mensi plocha lipidu a nizsi
mira lateralni difuze DPPC, to vSe by dle pfedpokladli mélo vést k nizSim mirdm

permeability, coz ale ne vzdy pozorujeme.

V ptipadé vypoctenych dat se situace opakuje. DPPC opét vykazuje nejvyssi miru
permeability, tentokrat pro vodu. Z ostatnich fosfolipidit POPE a POPG vykazuji nizsi
permeability nez POPC, coz uz koreluje s piedpoklady o souvislostech membranovych
parametrl s permeabilitami, protoze POPC vykazuje vétsi AL a relativn€ vyrazné vyssi
miru lateralni difuze nez POPE a POPG, nicméné muze jit i o projev nevazebnych
interakci s charakterem vodikovych vazeb, které mohou ztézovat prichod molekuly pies
fosfatové hlavicky. Pro POPE v8ak miZeme pozorovat relativné nizké permeability i u

permeantt, které vodikové vazby netvofi, jako jsou molekuly kysliku a COs.
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DOPC DPPC POPC POPE POPG POPS

AD,y (nm) 0.1 0.2 0 0.2 0.1 0.1
AA, (nm?) 003 005 0l 004 001 0
ASq -0.04 0.06 0 0.03 0.01 0.01
AD, (x 10% em®s™) 3.2 6.6 0 76 6.6 8.9
AlogP (cm-s™)

H,0 (exp) -1.7 -1.2 0

NH; (exp) 1.8 0

modcovina (exp) 0.4 0

acetamid (exp) 0.1 0

glycerol (exp) 1.8 0

H,O0 -0.6 0.4 0 -0.3 -0.4

0, 1.7 0 1.9

NH5 -0.6 0 -0.9

ethanol -0.4 0

buthanol 2.1 0

trimethoprim 14 0

COo, -0.7 0 -0.6

Xe -0.7 0 0

Obr. 17 Srovnani primérnych hodnot strukturnich parametrti jednoslozkovych membran a
permeabilit (logP) vzhledem k POPC. Zelena barva zna¢i u parametri piiznivost
hodnot vzhledem Kk permeabilit¢ a smérem k Cervené se snizuje. V ptipadé
permeabilit znaci zelend barva vys$si miry permeability a smérem k ervené se snizuji.

Jediny zjiStény zdznam pro prostupnost smésné membrany se nam podatilo zajistit pro
oxid uhli¢ity na membrané POPC : POPE se smésnym pomérem 1:1. Ta oproti membrané
z ¢isttho POPE vykazuje vyrazné vysSi permeabilitu (AlogP = 1,42) coz by opét

odpovidalo predpokladiim o souvislosti struktury membrany a permeability.

Vysledky celkového srovnani membranovych parametrti zCG
simulaceis permeabilitnimi koeficienty z literatury tedy neodpovidaji pfedpokladim o
souvislosti membranovych parametrli a permeability. Tento zavér vSak ani pfedpoklady
nevyvraci. CG silové pole MARTINI reprodukuje membranové parametry pomérné
pfesné, ale jak ukazuji kombinace slou¢enin a membran, pro které bylo ziskdno vice
koeficientll permeability, srovnavani permeabilitnich dat ziskanych riznymi metodami je
velice problematické. Obzvlast viditelny je tento problém pii srovnani maximalnich a
minimalnich hodnot permeabilitnich koeficienti (Obr. 18). Je velmi pravdépodobné, Ze
tato riznorodost metod vedla ke zkresleni vysledkl a pro validni srovnavani bude tedy

zapotiebi ziskat data ziskdvana jednotnym zplisobem na vice membranach.
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POPE POPG POPS

min min |[max min [max min
ADg, (nm) 0 0.2 003 01 0
AA, (nm?) 0 -0.01 -0.01 0 -0.01
ASco 0 0.01 0.01
AD, (x 10® em*s™) 0

AlogP (cm-s ™)

H,0 (exp) 05 05 12 12/ 0o ©0 0

NH, (exp) 0 0 0

modovina (exp) 04 04 0 0 0

acetamid (exp) 01 01 0 0 0

glycerol (exp) 0 0 0

H,0 -0.1 04 03] 07 0 -06| -02 -03] 02 -05
0, 17 17 03 0 -02/ 19 9|
NH5 0 -13 0 0 ol -09 -09
ethanol 04 -04 0.7 0 -04

buthanol 0 0 0
trimethoprim 0.2 0 -03

co, 07 07 0o o [}H
Xe 0.7 -0.7 0 0 0 0 0

Obr. 18 Srovnani maximalnich a minimalnich hodnot strukturnich parametri
jednoslozkovych membran a permeabilit (logP) vzhledem k POPC. Zelena barva
znaci u parametrti ptiznivost hodnot vzhledem k permeabilit¢ a smérem k Cervené

V7

se snizuje. V pripadé permeabilit znaci zelena barva vyssi miry permeability a
smérem k cervené se snizuji.

Resenim by tak bylo provést vlastni simulace, &i experimenty u §irokého setu molekul

na membranach o rizném slozeni, coz by ale bylo kviili rozsahlosti takového projektu

velmi vypocetné narocné.
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5 Zavér

V této praci byly za vyziti metody molekulovych simulaci studovany strukturni a
dynamické vlastnosti membran v zavislosti na jejich sloZeni a poté byly za pomoci dat o
permeabilitdich z databdze MolMeDB, vyhodnocovany souvislosti mezi parametry a
propustnosti membran. Nejprve byly simulovany modelové systémy pro Cisté a smiSené

membrany, pro které byly analyzovany strukturni parametry.

Vyssi podil nenasycenych fetézcti vedl pomérmné vyrazné k vétSim plocham lipidu,
niz8§i mife uspofadanosti a vy$§i mife lateralni difuze. Systémy sniz§im podilem
nenasycenych fetézci vykazovaly opa¢né chovani. Membrany s vysokym obsahem
dvojnych vazeb také vykazovaly mensi membranovou tloust’ku nez ty s nizkym, ale velké
odchylky pfi méfeni neumoznily pozorovat jednoznacny trend pii postupné zmeéné
smésnych pomérid, nicméné jiz pii nejmensSim 10% ptidavku dalSiho typu lipidu doslo
k zvétSeni tloustky smésné membrany. Tento trend je ziejmé zplisoben nesouladem

v geometriich acylovych fetézci.

Pro ethanolaminové, serinové a glycerolové hlavic¢ky byly zjistény tendence k mensi
plose lipidu, vysSi mife uspofadani a vyznamné niz$i mite lateralni difuze s jejich
zvySujicim se pomérem vici hlavickdm cholinovym. Tyto jevy jsou ziejmé zplisobeny
silnéjS§imi nevazebnymi interakcemi mezi hlavickami. ZmensSeni plochy lipidu a zvySeni
miry uspotradani byly obzvlast vyrazné pro POPE. U ostatnich byly tyto trendy umenSeny
nejspise vzajemnou repulzi, kvtli shodnému néboji. Kvili vyraznym odchylkdm nelze

urcit vliv riznych hlavicek na tloustku membrany.

Pro korelaci parametri a prostupnosti membran byla vypracovéana pracovni hypotéza
pracujici s predpoklady Ze vétsi tloustka a vyssSi mira usporadani prostupnosti snizuje a
vétSi plocha lipidu a mira laterdlni difuze prostupnost naopak zvySuje. Analyza
koeficientt permeabilit ziskanych z databaze MolMeDB vsak tuto hypotézu neprokazala.
Nemusi to vSak znamenat nespravnost hypotézy. Pouzité koeficienty byly méteny a
vypocitany riznymi metodami a jak se ukéazalo, n¢které vysledky pro stejnou kombinaci

permeantu a membrany se mohou vyrazné lisit. To ziejmé vedlo ke zkresleni vysledkd.

Resenim by bylo uréit permeability pro velké mnoZstvi kombinaci membran o rizném
slozeni a permeanti stejnou metodikou, coz by vSak byl velice naro¢ny projekt dalece

pifesahujici rozsah této bakalatskeé prace.
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7 Seznam pouzitych symbolii a zkratek

o AA — atomistické ,,all-atom* simulace

o AL — plocha lipidu

e CG — ,,coarse grain* hrubozrnné rozliseni

e Dg — Luzzatiho tloustka

e 2Dc — hydrofobni tloustka

e DuH — ,,head to head thickness* — vzdalenost lipidickych hlavi¢ek
e DL — lateralni difuze

e DOPC — dioleoylfosfatidylcholin

e DPPC — dipalmitoylfosfatidylcholin

o LJ — Lennard-Jonestiv potencial

e MD — molekularni dynamika

e MM — molekularni mechanika

e P — permeabilita

e POPC — palmitoyloleoylfosfatidylcholin

e POPE — palmitoyloleoylfosfatidilethanolamin

e POPG — palmitoyloleoylfosfatidylglycerol

e POPS — palmitoyloleoylfosfatidylserin

e POPx — palmitoyloleoylfosfatidyl s libovolnou hlavi¢kou
e Scp — parametr uspofadanosti
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