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Jvadas

VézZiniai susirgimai yra daznai susije su lgstelés sandaros bei struktlros pakitimais.
Naviky gydymas yra vienas iS sudétingiausiy biochemijos bei medicinos uzdaviniy, nes
vézinés lgstelés yra struktariSkai pakitusios, tacCiau labai panasios | Zmogaus sveikgsias
Igsteles. Tie panasSumai apsunkina vaisty, kurie selektyviai veikty tik vézZines lgsteles,
karimg. Todél metodai, galintys padeéti nustatyti Siy lgsteliy struktrinius pakitimus, yra
labai aktualUs kuriant naujos kartos prieSvézinius vaistus.

Lgstelés bei dalis jy viduje esanciy organeliy turi lipidine membrang. Ji skiria Igstelés
iSore nuo vidaus ir suteikia jai formg bei struktlrg, o organeléms leidzia vykdyti specifiniy
salygy reikalaujan€ias biochemines reakcijas (pvz., mitochondrijose, lizosomose) ar
saugoti informacijg (pvz., branduolyje). Membranos gali turéti kelias fazes (blUsenas),
kurios pasizymi skirtingu elastingumu bei struktdra. Viena i§ membranos faziy gali sudaryti
lipidy plaustus, per kuriuos Igstelés komunikuoja [1]. VéZinés Igstelés su sunykusiais lipidy
plaustais nebegali priimti signalo apoptozei (uzprogramuotai Igstelés mirciai) [2], todél
lipidy plausty tyrimas pagelbéty prieSvéziniy vaisty karimui.

Lipidy plausty membranoje vizualizacija bei fizikiniy parametry, tokiy kaip klampa,
poliSkumas ar temperatira, zemélapiy sudarymas yra jmanomas naudojant molekulinius
jutiklius. BODIPY (borodipirometeno) klampos jutikliai yra placiai naudojami matuojant
klampos Zemélapius. Taciau susiduriama su problema, jog jutiklis sunkiai jsiterpia j lipidy
plaustus imituojancius darinius dél tankesnio lipidy iSsidéstymo [3]. Modifikuotas naujos
kartos BODIPY jutiklis buvo eksperimentidkai tyrinétas Polita et al. darbe [4], taciau liko
neatsakytas klausimas: ar jutiklis i$ tiesy matuoja padidéjusig aplinkos klampg, ar tik savo
pozicijos pasikeitimg membranoje. Taip pat néra aiSku, dél ko atsiranda eksperimento
metu stebimas bieksponentinis fluorescencijos gesimas. Todél Sio magistrinio darbo tikslas
— taikant skaiCiuojamosios chemijos modelius apskaiciuoti lipidinés membranos su
BODIPY jutikliu fizikinius parametrus, kurie leisty jvertinti jterpto jutiklio veikimg. Tikslo
jgyvendinimui buvo iSkelti Sie uzdaviniai:

1. Paruosti tinkamg molekuliy mechanikos jégy lauka jutikliui ir lipidinei membranai,
2. Atlikti molekulinés dinamikos simuliacijg esant pastoviai temperatarai ir slégiui,
3. Nustatyti jutiklio orientavimasi lipidinéje membranoje bei apskaiCiuoti plokStumos

difuzijos koeficients.



1.  Teorija

1.1. Molekuliniai dazai

Tiriant jvairias mikroskopines sistemas yra siekiama i$siaiskinti ty sistemy savybes
bei kaip jos veikia. Dél jvairiy priezascCiy jprastiniai optiniai ar elektroniniai mikroskopai ne
visados suteikia galimybe stebéti norimus reiskinius be papildomy medZiagy. | pagalbg yra
pasitelkiami jvairls dazai, kurie specifiSkai nudazo norimg sistemos dal;j ir tokiu badu tam
tikri procesai ar struktlros tampa pastebimi. Dazymas yra placiai naudojamas biologijoje
bei medicinoje [5], kas leidzia nustatyti Igstelés ir jos daliy — organeliy sandarg [6], joje
atsirandancius pakitimus esant jvairiems susirgimams, jskaitant vézinius [7], bei antigeny
[8] ar kitokiy medziagy pasiskirstyma. Naudojami dazZai ar biomolekuliy zymekliai gali bati
skirstomi pagal tirpuma, naudojamg metodikg, spalvg ar pagal fotofizikines savybes —
dazai buna arba chromoforai, arba fluoroforai. Chromoforai pasizymi Sviesos sugertimi tam
tikrame bangos ilgio ruoze, kas suteikia daZui spalvg. Tokiu bddu nudazytos lgstelés
struktdra idrySkéja ir tampa matoma po optiniu mikroskopu. Fluoroforai yra visados taip pat
ir chromoforai, taCiau Siuo atveju pritaikomos fluorescencinés savybés, o ne sugerties.
Fluorescencija yra procesas, kurio metu molekulé, sugérusi Sviesg, po kiek laiko
iSspinduliuoja didesnio bangos ilgio (zemesnés energijos) fotong. Skirtumas tarp
sugeriamo ir iSspinduluojamo fotono energijos leidzia nudazytg sistemg stebéti kitu bangos

ilgiu negu ji yra apSvie€iama, o tai didina stebéjimo kontrastg (Zr. 1 pav.) ir raiskg [9].

1 pav. Auksto kontrasto HelLa véziniy lgsteliy atvaizdas, gautas jas
nudazant fluorescuojanc€iu molekuliniu dazikliu TPE-IQ-20 [3]



Yra siekiama, kad fluoroforas pasiZzyméty tokiomis savybémis: buty nenuodingas
organizmui; suzadintas spinduliuoty raudong Sviesg [10], nes jos sklaida maZesné
skverbiantis pro audinius, kas pagerina dariniy matomuma, ir nes tokia Sviesa sumazina
fluorescencijos  spektry persidengimg dél Igsteléeje esanCiy  biomolekuliy
autofluorescencijos [11]; turéty auksStg kvantine iSeigg, kas leidzia naudoti mazesnj kiekj
daziklio; ir, svarbiausia, fluoroforas nudazyty norimas Igstelés vietas. Skirtingoms
sistemoms yra taikomi skirtingi fluoroforai, todél yra nuolat ieSkoma pranaSesniy bei

pigesniy dazy.

1.2. Molekuliniai jutikliai

Atliekant tyrimus bei ieSkant naujy vaisty yra aktualu analizuoti ne tik Igstelés
struktlrg ir jos pakitimus, bet ir jvairias fizikines savybes: pH, klampg ir t.t. Kadangi
Igstelés yra sudarytos i$ jvairiy organeliy, atliekanc€iy skirtingas funkcijas, tai ir fizikinés
savybés labai skiriasi skirtingose lIgstelés vietose. Net tame paCiame baltyme yra
aptinkamos sritys, kuriy poliSkumas ar pH smarkiai skiriasi [12]. Atliekant fizikiniy dydziy
matavimus, esant tokiam dideliam Igstelés nehomogeniSkumui bei maziems matmenims,
yra batina naudoti molekulinius jutiklius.

Molekuliniai jutikliai — tai tokios molekulés, kuriy sugertis ar fluorescencija pasikeicia
keiCiantis kokiam nors fizikiniam dydziui: jony ar organiniy molekuliy koncentracijai [13,14],
pH [15], temperatlrai [16,17], poliSkumui [18,19], klampai [20—-22] ir pan. Tokiy jutikliy
taikymas lgstelése naudojant mikroskopijg leidzia gauti ne tik struktdrinius atvaizdus, bet ir
pasirinkto fizikinio dydzio zemélapius keigiantis jutiklio kvantinei iSeigai. Zemélapiy kirimas
remiantis fluorescencijos intensyvumu turi kertinj trikumg — intensyvumas priklauso nuo
molekulinio jutiklio koncentracijos [23], o jo tolygus pasiskirstymas Igstelése dél
nehomogeniskumo yra beveik nejmanomas. Tokiu badu matuojant fizikinj dydj susiduriama
su rezultaty interpretacijos problema: néra aiSku, ar pakites fluorescencijos intensyvumas
yra deél pasikeitusio fizikinio dydzio, ar dél paties jutiklio koncentracijos nevienodo
pasiskirstymo. Intensyvumas taip pat gali pakisti dél fluorescuojamos Sviesos sugerties bei

sklaidos.



1.21. FLIM

Fluorescencijos intensyvumo atvaizdavimo problemy sprendimui yra naudojama
fluorescencijos gyvavimo trukmés atvaizdavimo mikroskopija (angl. fluorescence-lifetime
imaging microscopy — FLIM). Sis metodas paremtas fluorescuojangiy molekuliy savybe —
gyvavimo trume. Kiekviena suzadintos molekulés bisena yra nestabili, todél po kiek laiko
molekulé (ar atomas) pereina j Zemiausios energijos biseng. Sis peréjimas yra vadinamas
skatintgja arba savaimine emisijomis [24], kai jo metu yra iSspinduliucjami fotonai (-as).
Dél mazy dazo koncentracijy ir mazo suzadinty buseny kiekio apSvieCiamuosiuose
biologiniuose dariniuose dominuoja savaiminé emisija. Jos metu suzadinta bdsena
atsitiktiniu bddu pereina | pagrindine buseng ir vidutinis laikas, kada sistema bina
suzadintoje busenoje, vadinamas, gyvavimo trukme, kuri fluorescuojantiems dazams bina
nanosekundziy eilés; pats procesas yra vadinamas gesimu (angl. decay). Molekuliniy
jutikliy, naudojamy FLIM, gyvavimo trukmé priklauso nuo tam tikro fizikinio dydzio (-iy).
Todél taikant FLIM galima sudaryti gyvavimo trukmés Zemélapius, kurie taikant empirinius
sarysius [25] yra paverCiami j norimo fizikinio dydzio Zzemélapius (zr. 2 pav.). Tokiu badu
yra iSvengiama rezultaty interpretacijos dviprasmiSkumo, nes jutiklio gyvavimo trukmé

nepriklauso nuo koncentracijos, kadangi tai yra pacios molekulés savybé.
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2 pav. BODIPY-PM klampos jutiklio

FLIM atvaizdas liposomoje [4]

Jutiklis gali turéti daugiau nei vieng spindulinés relaksacijos kelig iS suzadintos
basenos [26]. Fluoroforo intensyvumo priklausomybé nuo laiko yra apraSoma
eksponentinio gesimo funkcija, ir kartais ji yra sudaryta i§ keliy eksponentiniy funkcijy

dedamuyjy, kurios atitinka unikalius relaksacijos kelius [27]. FLIM matavimams yra



siekiama rasti tokiy jutikliy, kurie turéty monoeksponentinj gesimg, kadangi tai
supaprastina matavimy eigg bei interpretacijg [28]. Taip pat, kadangi yra atliekamas
gyvavimo trukmés ir pasirinkto dydzio kalibravimas, t. y. sudaroma kalibraciné kreive, yra
siekiama, kad jutiklio gyvavimo trukmé priklausyty tik nuo norimo fizikinio dydzio. Dél
Igstelés nehomogeniSkumo galima susidurti su rezultaty interpretacijos problema: néra

aisku, ar gyvavimo trukmé yra pasikeitusi dél vieno, ar dél kito fizikinio dydzio [29].

1.2.2. BODIPY molekuliniai jutikliai

Molekuliniy jutikliy struktara gali bati labai jvairi, taCiau viena i$ plaCiau naudojamy
klasiy yra paremta borodipirometeno (BODIPY) karkasu (Zr. 3 pav.). Sie junginiai yra
naudojami ir kaip dazai, ir kaip jutikliai. Platus BODIPY taikymas yra paremtas auksta Siy
junginiy kvantine iSeiga, dideliu ekstincijos koeficientu, auk§tu cheminiu, Siluminiu bei foto

stabilumu bei nesudétingo cheminés struktiros modifikavimo galimybémis [30-32].

CqoHos
o)

3 pav. BODIPY-C4; klampos jutiklio molekuliné struktura (Zaliu
kontdru pazymétas BODIPY karkasas, raudonu — besisukancioji dalis,
mélynu — inkaras; rodyklémis pazymétos karkaso padétys)

BODIPY jutikliai priklausomai nuo cheminés struktiros gali matuoti temperattra,
poliSkuma bei klampg [29]. Klampa yra labai svarbus Igsteliy bei organeliy fizikinis dydis,
kadangi nuo jo priklauso biocheminiy reakcijy greitis, difuzijos koeficientas, kuris nulemia
medziagy pernasos spartg mikroskopiniame lygmenyje. Pakitusi Igstelés klampa yra

aptinkama: vézZinése lgstelese [33], Alzheimerio liga [34] bei diabetu [35] serganciy



asmeny lgsteliy membranose. Vézio gydymas yra sudétingas, kadangi vézZinés Igstelés
yra panaS$ios j sveikas ir jas atskirti gydant néra paprasta. Klampos pasikeitimo analizé
Igstelése naudojant BODIPY klampos jutiklius gali pagelbéti kuriant naujus vaistus bei

aiSkinantis vezio sukeltus biocheminius pasikeitimus.

Klampai jautrus
barjeras

Energija

Fluorescencija

Pagrindiné bisena
i i

M 2 \
s s v . " . 14
Fenilo Ziedo sukimosi koordinaté

4 pav. Principiné BODIPY klampos jutiklio veikimo schema
(paryskintomis raidémis pazymeéti pavirsiai)

BODIPY klampos jutikliai turi dvi molekulés dalis, kuriy padétis viena kitos atzvilgiu
pasikeiCia vykstant suzadinimui arba relaksacijai. Todél kiekvienas BODIPY klampos
jutiklis yra taip pat vadinamas molekuliniu rotoriumi. BODIPY karkasg yra jprasta laikyti
stacionariu, o fenilo Ziedg mezo padétyje — judancia grupe (zr. 3 pav.). Tiek fenilo Ziedas,
tiek BODIPY karkasas pagal poreikj gali bati modifikuoti jvairiomis funkcinémis grupémis.
SuZadintoje bUsenoje vyksta relaksacijos keliy konkurencija tarp spindulinio ir
nespindulinio gesimo. Spindulinés relaksacijos gyvavimo trukme apraso EinSteino
koeficientai, o nespindulinés — potencinis barjeras tarp suzadinty Si. ir Si; blseny
(Zr. 4 pav.), kurios vadinamos atitinkamai metastabilia ir relaksuota bisenomis [36]. Sim
yra pasiekiama suzadinant BODIPY molekule su fenilo Ziedu i§ pagrindinés busenos (So).
S+, gali biti pasiekta tik per potencinj barjerg iS S1n. Netoli S1, blsenos yra S, potencinés
energijos pavirSiaus (angl. potential energy surface — PES) sankirta su S, PES, todél
pasiekus S+, jvyksta greita nespinduliné relaksacija atgal j pagrindine bdseng. Jei PES
sankirta yra auk$Ciau negu Si, [26], tai fluorescencija bus bieksponentiné, nes vysta
spinduliné relaksacija tiek iS5 S1nm, tiek i Sq,. Barjeras tarp Si, ir S1» atsiranda dél to, kad

BODIPY judancios dalies sukimasis néra laisvas — jis yra steriSkai suvarzytas vandeniliy ar



kitokiy grupiy B’ padétyse (zr. 3 pav.). Barjero aukstj taip pat lemia aplinkos klampa: kuo ji
yra didesné, tuo fenilo Ziedui yra sunkiau suktis ir dél to barjeras padidéja. Esant
padidéjusiam barjerui pasikeicCia nespindulinio gesimo konstanta, kartu ir gyvavimo trukme.
Tokiu bldu molekuliniu lygmeniu yra matuojama klampa naudojant BODIPY klampos

jutiklius.

1.3. Fosfolipidinés membranos

1.3.1. Lipidai

Lipidai yra plati biomolekuliy klasé, kurios junginiai yra aptinkami visy rasiy
organizmuose. Lipidai yra nepolinés molekulés, todél pasizymi mazu tirpumu vandenyje.
Lipidai yra skirstomi | dvi grupes: turintys riebaly rtagsciy fragmenty (pvz., riebalai,
ragstys — tai tokios karboksirlgstys, kurios aptinkamos gyvuose organizmuose ir turi ilgg
anglies grandinéle, gali turéti vieng ar kelias nesocigsias anglies jungtis. Palmitino socioji
ragstis yra viena placiausiai sutinkamy gyvianuose [37], o oleino mononesocioji ragstis yra
dazZnai aptinkama tiek gyvinuose, tiek augaluose [38].

Fosfolipidai yra vienas i§ pagrindiniy struktdriniy elementy sudarant organeles ar
pacios lgstelés plazmine membrang. Be fosfolipidy, | membranas taip pat jeina
membraniniai baltymai bei glikolipidai. Fosfolipidai turi hidrofiline galvag, kuri sudaryta is
fosforo ragsties ir daznu atveju glicerolio, ir dvi hidrofobines uodegas, kurios gali buti
socCiosios arba nesociosios riebaly rugstys. Prisijungus prie galvos cholino dariniui

susidaro fosfatidilcholinas.

1.3.2. Membrany funkcijos

Fosfolipidinés membranos yra neatsiejama Igsteliy bei jos viduje esanciy organeliy
dalis. Gyvybé negali egzistuoti visiSkoje pusiausvyroje su aplinka, nes tada negaléty vykti
jokios gyvybei budingos reakcijos. Membranos skiria aplinkg nuo Igstelés citozolio — vidinio
skysc€io. Membranos yra vienintelis kelias tarp Igstelés vidaus ir iSorés, todél per jas yra
perduodamos visos maistinés medziagos, Salinami produktai bei vykdomas informacijos
apsikeitimas su aplinka. Didesniy bei maziau pralaidziy molekuliy pernasai yra naudojami

membraniniai baltymai bei jony kanalai.

10



1.3.3. Membrany sandara

Fosfolipidinés membranos pagrindinis komponentas yra fosfolipidai. Jie blna jvairiy
ilgiy bei nesotumo laipsniy. Dél savo amfifiliniy (poliniy ir nepoliniy) savybiy, fosfolipidai
iSsidésto dvisluoksniu: nepolinés uodegos nukreiptos | membranos vidy, o polinés galvos |
iSore. Toks iSsidéstymas yra saglygotas aplinkos, kadangi tiek citozolis, tiek jprastiné
tarplgsteliné terpé yra vandeniné, t. y. poliné. Tarpmembraniné terpé su uodegomis turi
poliSkumg, panasy j heksano [39].

Fosfolipidinés uodegos turi didele jtakg membranos sandarai, kadangi uodegos
nesotumo laipsnis sglygoja fosfolipidy iSsidéstymo tvarkingumg. Sociosios riebaly ragstys
fosfolipiduose, neturédamos jokiy dviguby jungCiy anglies grandinéléje, gali jgauti pilnai
tiesisSkai iésidéséiusiq atomy konformacija. Tai leidzia fosfolipidams piInai sudarytiems is
riebaly rogs€iy uodegos tolygiai iSsidésto, yra vadinama geline arba S, (angl.
solid-ordered) faze (Zr. 5 pav.). Toks nesociyjy riebaly rigsciy iSsidéstymas fosfolipiduose
yra jmanomas tik esant labai Zemai temperatirai. Fosfolipidai su nesociosiomis riebaly
ragstimis jprastai yra sutinkami Lq (angl. Liquid-disordered) fazeéje. Taip pat egzistuoja ir L,
(angl. Liquid-ordered) lipidy faze, kurioje tarp riebaly ragsciy uodegy jsiterpia cholesterolio
dariniai, kurie leidzia iSlaikyti Igstelés membranos elastingumg bei fosfolipidy iSsidéstymo

tvarkinguma esant aukstesnei temperatdrai.

29902 22992 999
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Lastelés membranos blna heterogeninés, t.y. sudarytos is lipidy, esan€iy Lq4 fazéje, ir
i$ lipidy, esanciy L, fazéje. L, fazés lipidai jeina j lipidy plausty sandarg, | kuriuos taip pat
jeina membraniniai baltymai bei sfingolipidai. Lipidy plaustai dalyvauja informacijos
apsikeitimo su aplinkinémis lgstelémis procese [1] bei reguliuoja Igstelés membranos
elastingumg (angl. fluidity) [40]. Lipidy plausty struktiros suardymas uzZkerta kelig Igsteliy
(jskaitant véZiniy) apoptozei per signaliniy molekuliy veikimg [2], todél lipidy plausty

analizé bei tyrimai yra svarbus gydant vézinius susirgimus.

1.3.4. Membranos parametrai

Viena i$ pagrindiniy fosfolipidines membranas aprasanciy parametry yra membranos
dvisluoksnio storis, kuris jprastai bina 30 — 35 A. Nuo 3io parametro priklauso jvairiy
medZziagy, praeinanciy per pacig lipidine membrang, pralaidumo sparta [41]. Membranos
storis labiausiai priklauso nuo to, kokia yra jos fazé: Ly fazéje membranos storis yra
mazesnis negu S..

Taip pat lipidine membrang apraso plotas, tenkantis vienam fosfolipidui. Sio
parametro skaiCiavimai yra nesudétingi, nes membrana yra laikoma ploksCia, kadangi jos
storis yra daug mazesnis uz Igstelés matmenimis. Sis parametras labai priklauso nuo to,
kokios yra fosfolipidy riebaly ruagStys ir kokia yra membranos fazé. Fosfolipidinés
membranos, sudarytos i$ nesociyjy rigsciy, turi didesnj plotg, tenkantj vienam fosfolipidui,
negu membranos sudarytos i$ soc€iyjy riebaly ragsciy.

Taris, tenkantis vienam fosfolipidui, kinta priklausomai nuo membranos fazés ir
turimy fosfolipidy uodegy. Sis parametras yra ypatingas tuo, jog ji galima iSmatuoti
tiksliausiai lyginant su kitais parametrais, aprasanciais fosfolipidine membrang [42]. Yra
pastebéta, jog keiciantis fosfolipidy tdriui labiausiai kei€iasi uodegy, o ne galvy taris [42].
XY plok$tumoje. Fosfolipidai, atliekant kompiuterinius skai¢iavimus, yra nukreipiami Z
aSies kryptimi. Plok§tuma, susidaranti i$ fosfolipidy galvy, yra XY plokStuma. Difuzijos
koeficientas priklauso nuo temperatiros ir membranos fazés. Fosfolipidy difuzija Z asimi
vykta IéCiau dél didelio potencinio barjero; kadangi membranos viduje terpé yra nepoliné ir
persiorientuojant fosfolipidui reikty pereiti poline galva per nepoline kity fosfolipidy uodegy
aplinkg. Difuzijos koeficientas priklauso nuo aplinkos klampos; todél nustacius jutiklio,

esancio lipidinéje membranoje, difuzijos koeficientg galima kokybiSkai jvertinti klampos
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pasikeitimus keiCiantis lipidinés membranos fazei, nes L, fazés klampa yra didesné negu
Lq [3].

1.4. Lipidiniy membrany klampos jutikliai

Vienas plaCiausiai biologiniuose tyrimuose naudojamy klampos jutikliy yra
monoeksponentiniu gesimu pasizymintis BODIPY-Ci12, kurj taikant buvo sékmingai
iSmatuota klampa mitochondrijose [43], liposomose [44] ir gyvose lIgstelése [45].
Liposomos — tai i amfifiliniy lipidy sudarytas dirbtinis sferinis darinys, kuris naudojamas
BODIPY-C+, buvo pastebéta, kad apie 10-15 % fluorescencijos kinetikos dedamosios
nesikeiCia kei€iantis klampai [3]; tai reiSkia, kad dalis BODIPY-C+, klampos nematuoja dél
savo pozicijos membranoje, kas yra jmanoma, jei jutiklis lygiagreciai iSsidésto membranos
dvisluoksnio sandudroje. Dél tankesnio fosfolipidy iSsidéstymo L, liposomose taip pat buvo
nustatytas zZzemas BODIPY-Cs, giminingumas, kas apsunkinty lipidy plausty klampos
matavimus dél prastos emisijos. Nepaisant placiai naudojamo BODIPY-C 12 privalumuy, jis
néra tinkamas L, membranos matavimams lgstelése, todél yra ieSkoma naujos kartos
BODIPY pagrindu paremty jutikliy, kurie gebéty nesudétingai jsiskverbti j fosfolipidine
membrang.

OlSinova et al. darbe [46] buvo buvo atlikti tyrimai modifikuotam klampos jutikliui,
BODIPY-C+, su papildomais Ci, anglies grandinéliy inkarais. Tokia molekulés struktira yra
daug panaSesné | fosfolipidg, nes kiekvienas fosfolipidas turi po dvi uodegas.
Eksperimentas patvirtino hipoteze: modifikacija pagerino jutiklio orientavimasi
membranoje, taCiau buvo prarastas gebéjimas atskirti L, ir Ly fazes; todél Sis jutiklis néra
tinkamas lipidy plausty klampos matavimams.

Polita et al. savo darbe [4] pasitelké kitokig strategijg, kuri rémési fosfolipido
molekulinés struktiros mimikavimu. Buvo pritaikytas amfifilinis inkaras su sulfo funkcine
grupe, kuri yra panasi | fosfatineg grupe savo struktira bei elektriniu potencialu. Kuriant
naujos kartos jutiklj taip pat svarbu tinkamoje vietoje pritvirtinti fenil-BODIPY motyva,
kitokiu atveju bus gaunamas zZymeétas fosfolipidas, kuris nematuos membranos klampos.
Taip pat karkasas su besisukancia dalimi turi steriSkai netrukdyti fosfolipidinés membranos

savitvarkai.
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6 pav. BODIPY-PM molekuliné struktira

Pagal gautus rezultatus, BODIPY-PM (PM — plazminé membrana) klampos jutiklis
(2r. 6 pav.) buvo sékmingai jsiterpes | liposomos L, faze; turi didelj jautrumg klampos
pasikeitimams, taciau pasireiSkia jutiklio bieksponentinis fluorescencijos kinetikos gesimas,
kas gali reiksti, jog jutiklis matuoja klampg keliose skirtingose membranos vietose. Taip pat
néra aisku, ar iSmatuotas klampos pasikeitimas yra dél pasikeitusios fazes, ar dél skirtingo

jutiklio iSsidéstymo fazése.

1.5. Molekuliy mechanika

Modeliuojant atomus ar molekules kompiuteriu yra be galo daug bddy, kaip tai
galima padaryti. Metodai, kurie puikiai apraso vienas sistemas, gali bati visiSkai netinkami
kitoms sistemoms. Taip pat pasirenkant metodg reikia atsizvelgti j turimus kompiuterinius
iSteklius, kad kompiuteriniai skaiCiavimai netrukty ilgiau negu Visatos amzius. Molekuliy
mechanika (MM) — tai yra supaprastintas molekuliy apraSymo budas, kuriame atomai
aprasomi geometriniais taskais, o rySiai tarp jy — spyruoklémis [47]. Toks apraSymas yra
Zymiai paprastesnis negu taikant kvantine mechanikg (QM), nes néra suderintinio lauko ir
daugialypiy integraly skaic¢iavimy, todél simuliacijos yra spartesnés. QM yra laikoma
auksto lygio teorija lyginant su MM. Taip pat galima apskaiciuoti molekuliy koordinaciy

laikine priklausomybe, kuriai taikant MM vadinama molekuliy dinamika (MD).
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1.5.1. Molekuliy dinamika

Modeliuojant molekules MD metodu tolydinis laikas yra pakei€iamas diskreciuoju
laiku, kurio zingsnis At turi bati maZesnis negu greiCiausi procesai sistemoje. |prastai At
bdna nuo 0,5 fs iki 4 fs [48]. Molekuliy poslinkis per At yra apskaiciuojamas i§ Niutono
judéjimo lygciuy:

d’r, F,
I (1)

de m,

Cia r; — koordinaté, t — laikas, F; — jéga, m; — masé, i — atomo indeksas. (1) lygties jégos F;
yra apskaiciuojamos pagal energijos potencialo (V) priklausomybe nuo koordinaciy:

v
F=-Sr. @)

Atliekant MD skaiCiavimus svarbu atsizvelgti j aplinkos salygas. |prastai biologiniy
sistemy eksperimentai yra atliekami kambario temperatiroje ir atmosferos slégyje. MD
vakuume negali uztikrinti jprastiniy salygy, todél pastovig molekuliy temperatiirg uZztikrina
termostatai, o pastovy slégj — bariostatai. Priklausomai nuo naudojamy pastoviy salygy
yra galimi skirtingi termodinaminiai molekuliy ansambliai: NVT reiSkia, jog yra pastovus
molekuliy skaiCius, sistemos tdris ir temperatira, NPT — pastovis molekuliy skaicius,
slégis ir temperatira. Bariostaty veikimo principas paremtas simuliacijos dézés keitimu, o
termostaty — molekuliy kinetinés energijos keitimu; platesni termostaty bei bariostaty

veikimo principai aprasyti ankstesniame mokslo tiriamajame darbe [49].

1.5.2. Jégy laukas

Sistemos potenciné energija yra apskaic¢iuojama i$ dviejy dedamuyjy: cheminiy rySiy ir
tarpmolekulinés sgveikos. Kiekviena molekulé turi optimalius rySio ilgius, kampus bei
dvisienius kampus. Todeél pritaikius Huko désnj ir parinkus tinkamas jégos konstantas
galima apskaiciuoti visos molekulés potencine energija:

(0])2

V:Zb%kab Fab ™ Tap) +
, 1 |
c;e E dee(che - 9‘0(26)2+
‘ Zk: | Kija ( 1+cos |y, - q"ufkl))+ | ¥
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Cia k — jégos konstanta; r — atstumas tarp atomy, 6 — kampas tarp atomy, ¢ — dvisienis
kampas tarp atomy plokstumy, n — periodiS8kumas, ¢ — fazés poslinkis, ¢ — Lenardo-
DzZonso potencialo duobeés gylis, o — atstumas, ties kuriuo Lenardo-Dzonso potencialas
lygus nuliui, g — atomo kravis, & — dielektriné konstanta; indeksai a, b, c, d, e, i, j, k, | Zymi
rySiais sujungtais atomus, o indeksai u, v — visas atomy poras. (0) nurodo, jog tai yra
pusiausvirasis dydis. Optimali molekulés geometrija yra eksperimenti§kai nustatoma i$
Rentgeno spinduliy kristalografijos [50], o jégy konstantos — i$ virpesiniy spektry. Taciau
ne visada reikalingi parametrai yra prieinami dél iStekliy stokos ar dél eksperimento
sudétingumo, todél visi trikstami parametrai yra apskaiCiuojami taikant aukstesnio lygio
QM teorijas. Cheminiy rysiy bei tarpmolekulinés sgveikos parametry visuma yra vadinama
jégy lauku (angl. force field). RySiais sujungty atomy skirtingos kombinacijos turi skirtingus
jégy lauko parametrus. RySiai gali skirtis net ir turint tas pacCias atomy kombinacijas dél
pasikeitusios hibridizacijos (pvz., sp2 ir sp3 anglis) ir cheminés prigimties, todél atomai yra
papildomai suskirstomi j atomy tipus.

Tarpmolekuliné potenciné energija yra apskaiCiuojama jg iSskaidant j Kulono bei Van
der Valso sgveikas (3). Kiekvienas atomas molekuléje jgauna dalinj elektros krivj dél
netolygaus elektrony tankio pasiskirstymo aplink kiekvieng atoma. Yra daug metoduy,
kuriais galima apskaiciuoti taskinj elektros krivj i§ elektrinio potencialo. Suvarzyto
elektrostatinio potencialo (angl. restrained electrostatic potential - RESP) [51,52] derinimo
(angl. fitting) metodas yra naudojamas daugelyje baltymy [53,54], organiniy junginiy [55],
lipidy [56] jégy lauky. Sis metodas apskaigiuoja pasirinktos molekulés (ar keliy molekulés
konformacijy) taskinius elektros kravius, kurie atkurty QM elektrostatinj laukg. Pritaikyti
suvarzymai leidzia priskirti vienodus kravius chemiskai ekvivalentiems atomams bei geriau
subalansuoja apsupty atomy kravius. Van der Valso tarpmolekuliné sgveika atsiranda tarp
kravj turinCiy ir neturinCiy atomuy; elektrinis laukas persiskirsto artéjant atomams link vienas
kito, todél dipolis arba susikuria, arba sustipréja. Dél Sios sgveikos atomai patiria stima,
kai yra arti vienas kito, o trauka, kai yra nutole. Si sgveika apytiksliai yra apskai¢iuojama

taikant Lenardo-DZonso (LD) potencialg [48].
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2. Metodika

2.1. Ankstesni darbai

Kiekviena modeliucjama sistema yra skirtinga, taCiau egzistuoja ty sistemy
panasumai. Todeél yra pravartu taikyti jau naudotas literatlroje modeliavimo procedtras dél
Siy priezascCiy: galimybé tiesiogiai lyginti rezultatus su kitais darbais ir patikimumas, jei
modeliavimo proceduaros rezultatas buvo patikrintas eksperimentiSskai. BODIPY karkasg
turinCiy molekuliy modeliavimas lipidinéje membranoje yra apraSytas tik keliuose
straipsniuose.

Bacalum et al. darbe [57] buvo tiriama BODIPY molekulinis dazas turintis sulfo grupe
bei kelias anglies grandinéles, todél jo struktira yra pana$i | BODIPY-PM. Tyrime buvo
ieSkoma dazo pozicija bei orientavimasis fosfolipidinéje membranoje: taikant BODIPY boro
atomo maseés tankio profilius ir kampg tarp BODIPY karkaso plok§tumos ir Z aSies. TacCiau
buvo naudotas pasenes Berger et al. lipidy jégy laukas [58], kuris netinkamai apraso
geling faze zemoje temperaturoje [59], todél L, gali bati atkuriama netinkamai. Dazas
aprasytas Gromos 53a6 jégy lauku [60].

Pederzoli et al. atliko panasy tyrimg [61], taiau tirta BODIPY molekulé neturéjo jokiy
inkary. Pozicijos nustatymui buvo pritaikytos pasirinkty BODIPY atomy bei karkaso
pasvirimo Z aSies atzvilgiu histogramos ir lipidinés membranos atomy skaifiaus tankio
(koncentracijos) profiliai. Fosfolipidiné membrana buvo modeliucjama pritaikius Slipids
jégy laukg [62], o BODIPY jégy laukas néra jvardintas, taiau nurodyta parametrizavimui
naudota programa Antechamber [63], kurioje numatytasis yra gaff [64] jeégy laukas, todél
galima daryti prielaidg, jog batent jj ir naudojo.

Kuimovos moksliné grupé tyré BODIPY-C4, orientavimasi Ly fazéje pagal paskutinj
simuliacijos kadrg [44]. Toks pozicijos jvertinimas néra iki galo informatyvus, kadangi net ir
esant pusiausvyrai jutiklio pozicija membranoje dél stochastiniy reiSkiniy turi tam tikrg
skirstinj. Taip pat darbe buvo apskaiCiuotas jutiklio difuzijos koeficientas fosfolipidinéje
membranoje, kuris buvo palygintas su eksperimentu. Straipsnyje nepateikti vidutinio
kvadratinio poslinkio (angl. mean square displacement — MSD) grafikai, todél kyla abejoniy
dél kai kuriy difuzijos koeficienty jverCiy nepaisant pakankamai gero atitikimo su
eksperimentu. Modeliuojant membrang buvo naudotas Lipid14 jégy laukas [65],

pasizymintis dideliu naSumu, o BODIPY-C+, buvo naudotas gaff jégy laukas.
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BODIPY-PM tyrimo fosfolipidinéje membranoje metodika remiasi visais trimis

paminétais darbais, skirtingi aspektai yra pritaikyti pagal poreikj.

2.2. MD programiné ir techniné jranga

Sio darbo tiriamajam objektui pakanka bendros paskirties MD paketo, todél yra ne
viena tinkama programa. Modeliavimui buvo pasirinktas Gromacs 2022.3 (analizei
naudota ir 2023.4 versija) paketas [66] dél Siy priezasciy:

1. Gromacs buvo naudota ankstesniuose mokslo tiriamuosiuose darbuose, todél jau
yra susiformave naudojimosi jgudziai.

2. Programa yra pilnai nemokama ir atviro kodo.

3. Intuityvus atomy grupiy aprasymas, kuris yra reikalingas temperattros reguliavimui
bei analizei.

4. Turi lipidinei membranai tinkamg bariostatg, ko neturi kitas populiarus Amber
(AmberTools) MD paketas [67].

5. Galimybé naudoti suspaustas .xtc MD trajektorijas; buvo pastebeta, jog diske jos
uzima apie tris kartus maziau vietos negu .nc Amber trajektorijos.

MD buvo naudotos kelios techninés jrangos konfiglracijos: tik procesoriai ir
procesorius + CUDA grafiné ploksté. Vienos NVIDIA RTX 3070 grafinés plokstés naSumas
panasus j keliy superkompiuterio mazgy (4 vnt. Intel Xeon Gold 6130 procesoriai: viso 64

branduoliai). Sistemos su grafine plokste kaina yra eile mazesné.

2.3. Lipidy jégy laukai

BODIPY-PM klampos jutiklio orientavimosi fosfolipidinéje membranoje tyrimui buvo
pasirinkti keli lipidy jégy laukai:
e Lipid14, nes norima tiesiogiai palyginti gautus rezultatus su Kuimovos mokslinés
grupeés atliktais skaiCiavimais [44].
o Lipid21, nes tai yra naujesné Lipid14 jégy lauko versija, kurig rekomenduoja Amber

MD paketo, kuriame Sie laukai yra aprasyti, kdréjai [67].
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2.4. Lipidinés membranos validavimas

Pasirinkti lipidy jégy laukai originaliai yra paraSyti Amber, o ne Gromacs paketui,
todel yra reikalingas lipidinés membranos parametry validavimas, norint jsitikinti, jog
Gromacs tinkamai jas modeliuoja. Validavimas taip pat yra svarbus ir dél to, nes Sios dvi
programos neturi vienody MD nustatymy ir kai kurie nustatymai buvo pasirinkti kitokie, nei
naudoti jégy lauky aprasymui:

e Berendseno [68] bariostatas pakeistas j Parinelo-Rahmano [69] bariostatg, kuris
tinkamai atkuria stochastinius periodinés dézés svyravimus [70]. Dél skirtingy
bariostaty taip pat turéjo bati pakeistas slégio relaksacijos laikas tp.

e Vandeniliy rySiy suvarzymo SHAKE algoritmas pakeistas | LINCS algoritma, kuris
yra stabilesnis [48].

¢ Viena temperatiros reguliavimo grupé yra pakeista j dvi, kas padidina temperaturos
reguliavimo stabiluma.

Yra daug jvairiy fosfolipidy, i$ kuriy galima sudaryti Lq lipidine membrang jégy lauko
bei programos validavimui, todél buvo pasirinktas dioleoylfosfocholinas (DOPC), kuris
buvo naudotas Kuimovos mokslinés grupés darbe [44]. Sukurti jégy laukai yra visados
palyginami su eksperimentu taikant tam tikras simuliacijos saglygas. Taigi, validacijai
naudotos identiS8kos salygos. Lipid14 sistema surinkta i5 128 DOPC molekuliy (po 64
kiekviename sluoksnyje), 4736 vandens TIP3 [71] modelio molekuliy ir apie 0,15 mol/I
kalio chlorido aprasyto JC jony jégy lauku [72]. Lipid21 sistema sudaryta iS tiek pat DOPC
molekuliy ir 5120 TIP3 H;O. Lipid14 sistema surinkta naudojant CHARMM-GUI [73]
internetine programg, o Lipid21 sistema gauta i§ autoriy sukurto internetinio puslapio.
Sistemos buvo optimizuotos naudojant minkStuosius branduolius [74] ir jprastine
optimizacijg taikant greiCiausio nuolydzio algoritmg. Sistemos buvo pakaitintos nuo 0 K iki
100 K per 5 ps NVT ansamblyje. Pusiausvyros jvedimui sistemos pakaitintos iki 303 K
pastovios temperatlros ir 1 bar slégiui per 100 ps esant NPT ansambliui, taikyta
stochastiné dinamika, kurios metu temperatira reguliuojama naudojant Landzeveno
termostatg (susiddrimo daznis y = 1 ps™). NPT ir NVT taikyti lipidy sunkiyjy atomy
harmoniniai suvarzymai esant 10 kcal mol™" A jégos konstantai. Taip pat validacijai buvo
varijuoti ir kiti parametrai (Zr. 2, 3 priedus). Kiekvienai Lipid14 parametry kombinacijai buvo
atlikta po penkias MD simuliacijas po 125 ns, o Lipid21 — po tris MD simuliacijas po 400
ns. Taikytas 2 fs laiko zingsnis, sistemos termodinamiai rodikliai bei atomy koordinatés
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nuskaitytos kas 10 ps. Tarpmolekulinés sgveikos apraSymui naudoti Amber paketui kiek
jmanoma artimesni nustatymai (zr. 1 priedg).
Po simuliacijos pirmosios 25 ns buvo atmestos Lipid14 sistemoms, o Lipid21 —
pirmosios 100 ns. Taip yra daroma todél, kad sistema baty pasiekusi pusiausvyrg pries jg
¢ Plotas, tenkantis vienam lipidui (A.):
2L L

A= nXL = 4)

Cia Ly, L, — sistemos dézes krastiniy ilgiai, n. — lipidy skaicius.

e Tdris, tenkantis vienam lipidui (V.):

v =rotmetue (5)
Cia Vp — sistemos dézés tiris, ny,o — vandens molekuliy skaiCius solvatuojant
lipidine membrang. Vienos vandens molekulés taris (Vh,0) apskai€iuojamas
padalinant izotropinés vandens dézés tarj i§ vandens molekuliy skaiiaus (1936
vnt.) jas atskirai simuliuojant 125 ns tomis paciomis sglygomis kaip ir lipidine
membrang, pirmgsias 25 ns atmetant pusiausvyros jvedimui.

e Membranos storis (Duy) — apskaiiuojamas nustatant atstumg tarp sistemos
elektrostatinio potencialo tankio profilio maksimumy. Potencialas buvo glotnintas
slenkanciu vidurkiu, kurio lango dydis lygus 3.

PanasSus tyrimas jau buvo atliktas ankstesniame mokslo tiiamajame darbe [49],
taCiau buvo naudotas daug didesnis vandens molekuliy skaiCius (nesutampa su jégy lauko
autoriaus nurodytomis sglygomis), nenaudoti statistiniai testai ir Lipid21 sistema nebuvo
validuota. Norint tiksliau jvertinti, ar Gromacs tinkamai veikia naudojant Amber lipidy jégy
laukus, buvo pasitelktas FiSerio F-testas dispersijos jvertinimui:

2
S

F==, (6)

S)’
Cia F — kriterijaus reikSmeé, s — standartinis nuokrypis, x ir y — lyginami dydziai. Taip pat
buvo pasitelktas ir Studento t-testas vidurkio jvertinimui. Sio testo iSraiska esant

nereik8mingiems dispersijos skirtumams:

(= XY M, (7)
s \ng+n,
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n -1|s’+[n. -1|s°
S: X X y ).y, (8)

n+n, -2

Cia n — matavimy skaicius, o esant reikSmingiems dispersijos skirtumams:

==Y

2 2
Sxy S - ®)
ny ny

Tario, tenkanCio vienam lipidui, skaiCiavimy standartiniam nuokrypiui jvertinti

SVL:\/

Efektyvusis laisvés laipsniy skaiCius (f) aproksimuotas pagal VelCo—Saterfveito [75]

naudota:

2 2
2 2

v,
v,

v,
Vo

Sy, Vi - (10)

formule:

f=——= — (11)

o matavimy skaicius:
n=f+1. (12)
Jei apskaicCiuota testo kriterijaus reikSmé mazesné uz kritine kriterijaus reikSme, tai
reiSkia, jog su nurodyta klaidos tikimybe (reikSmingumo lygmeniu a = 0,05) néra pagrindo
atmesti nuline hipoteze, kuri suformuluota taip: Gromacs ir Amber vienodai atkuria
fosfolipidinés membranos pasirinktg fizikine savybe.
Pagal gautus rezultatus (zr. 2, 3 priedus), naudojant: Parinelo-Rahmano bariostatg
(o = 10 ps), literatiroje naudotg simuliacijos dézés keitimo badg ir LINCS ketvirtos eilés
suvarzymo algoritmg, gaunami Dwy ir AL artimiausi (t. y. statistinis skirtumas maziausias)
lyginant su vertémis gautomis lipidy jégy lauky straipsniuose. Jdomu tai, jog originaliai
naudotas Berendseno bariostatas nepasizyméjo kaip geriausiai atkuriantis membranos
parametrus. Taip pat buvo pastebéta, jog nei vienas simuliacijos parametry bei nustatymy
rinkinys nesugebejo atkurti Vi, t. y. visur gaunami rezultatai, kurie statistiSkai skiriasi. Tai
parodo, jog tarp Gromacs ir Amber MD algoritmy egzistuoja skirtumai, kurie nulemia
nedidelius kai kuriy membranos parametry jverCiy pokycCius. Nepaisant statistiSkai
reikSmingy VL skirtumy, procentiSkai jie yra nedideli, todél Gromacs galima naudoti su

Amber lipidy jégy laukais.
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Sio tyrimo metu buvo pastebéta, jog naudojant anizotropinj dézés dydzio keitimo
bddg su Parinelo-Rahmano bariostatu gali stipriai pakeisti sistemos dézés matmenys.
|prastai tai nesukelia problemy, jei pasikeitimai néra dideli, taCiau kartais kai kurios MD
trajektorijos pasiekdavo tokius mazus dézés matmenis, jog gali pasireiksti nefizikinés
sgveikos. Tokiy pasikeitimy priezastis yra Parinelo-Rahmano bariostato stochastinés
savybés. Norint to iSvengti, rekomenduojama naudoti pusiauizotropinj dézés dydzio

keitimo bldag. Tyrimo metu netinkamos MD trajektorijos buvo paleistos iS naujo.

2.5. BODIPY jégy laukai

2.5.1. gaffir gaff2 jégy laukai

Kuimovos mokslinés grupés darbe naudotas gaff jégy laukas [64] BODIPY molekules
aprasymui [44], taiau jau yra sukurta naujesné jégy lauko versija — gaff2 [55]. Norint
iSsiaiSkinti, kuris jégy laukas tinkamiau apraso BODIPY-PM molekule, buvo nuspresta
palyginti supaprastintos BODIPY molekulés (zr. 7 pav.) optimalig geometrijg apskaiciuotg
MM ir QM metodais.

T
@) N
Xy CH;,
H H
Y Y
/CQC‘;/ N C\7\
H—C | I+ /CB_H

A
/N12\ —/N10\\C
1 B11 9
/ / \ \
H F F H
7 pav. BODIPY-NMe2 molekuliné
struktura

Molekulés kraviy apskai¢iavimui pirmiausiai buvo rasti visi konformerai (i§ viso 2),

kuriy geometrijos optimizuotos vakuume taikant HF/6-31G* lygio kvantine teorijg. RESP
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kraviai konformerams buvo apskaiciuoti taikant R.E.D. internetinj serverj [76]. Visiems QM
skaiCiavimams naudota Gaussian 16 rev. C.01 programa [77]. Molekulés atomy tipai buvo
priskirti naudojant Antechamber [63], taCiau programa nurodé, jog galimai kai kurie atomy
tipai yra priskirti netinkamai, todél turéjo bati atliktas parinkty atomy tipy tinkamumo

tyrimas.

2.5.2. Atomy tipy parinkimas

Pirmiausiai buvo klausimas dél Cs atomo tipo (zr. 7 pav.), kadangi néra aiSku ar
centrinis Ziedas su boro atomu yra aromatinis. Hiukelio aromatiSkumo taisyklé teigia, kad
Ziede bus aromatiné sistema tada, jei zZiedas bus sudarytas i 4n + 2 mn elektrony
iSsidésciusiy aplink kiekvieng ziedo atomg; pagal Sig taisykle BODIPY karkaso centrinis
Ziedas néra aromatinis. Kadangi Hiukelio taisyklé yra supaprastinimas, todél buvo
pasitelkti papildomi jrankiai aromatiSkumo patikrinimui taikant Kores et al. [78] metodikg su
Multiwfn 3.8 programa [79]. Priede 3 yra pateikti jvairds aromatiSkumo jvertinimo indeksai
bei kriterijai, pagal kuriuos BODIPY centrinis Ziedas su boro atomu néra aromatinis, kg ir
teigia Hiukelio taisyklé. Kadangi Cs nepriklauso aromatinei sistemai, jis gali turéti tik kelis
atomy tipus (zr. priedg 5).

Toliau klausimas kyla dél BODIPY karkaso Ziede esanciy atomy tipy ir jy
iSsidéstymo. IS pirmo zvilgsnio gali atrodyti, jog atomy tipai turéty sutapti su pirolo
molekulés atomy tipais, taciau atlikus natdraliyjy rySiy orbitaliy (angl. natural bond orbital —
NBO) analize su Gaussian 16 buvo pastebéta, jog BODIPY molekuléje dviguby rysiy
iSsidéstymas Soniniuose Zieduose yra pasisukes 120° lyginant su pirolu (Zr. 8 pav.). Todél

patikrinti keli jmanomi atomy tipy iSsidéstymai BODIPY Soniniuose zieduose (zr. priedg 5).

0 oM

FF

8 pav. Molekuliy dviguby rysiy bei laisvy elektrony pory
iSsidéstymas pagal NBO analize (A — BODIPY, B — pirolo molekulése)
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2.5.3. Geometrijos lyginimas

Simuliuojant molekules, jy geometrijos yra uzraSomos arba Dekarto koordinatése,
arba vidinése koordinatése. Keliy molekuliy Dekarto koordinaciy lyginimas yra
beprasmiskas, kadangi egzistuoja 6 laisvés laipsniai (3 poslinkio, 3 sukimo). Vidinés
koordinatés taip pat netinka keliy molekuliy geometrijy lyginimui, kadangi rySiy ilgiy,
kampy ir dvisieniy kampy pasikeitimai priklauso nuo to, kaip yra uzraSomos vidinés
koordinatés. Todél yra reikalingas nedviprasmiSkas molekuliy geometrijos lyginimo bidas.
Buvo nuspresta lyginti visus chemiskai sujungty rysiy: ilgius, kampus ir dvisieniy kampus.
Gaunamy dydziy yra daug daugiau negu Dekarto ar vidinése koordinatése, taCiau
gaunamas uzrasymas yra vienareikSmiskas Zidrint i§ cheminés pusés. Lyginant molekules
yra apskaiciuojamas absoliutus ir kvadratinis pasirinkto dydzio nuokrypis. Atitinkamo
parametro (ilgio, kampo ar dvisienio kampo) nuokrypiai yra susumuojami, taip gaunamas
bendras skirtumo jvertinimas tarp keliy molekuliy. Apskaiciuojant dvisienio kampo nuokrypj
taikyta periodiSkumo salyga turint omeny jog 180° ir —180° dvisienis kampas atitinka tg
pacig geometrijq.

Molekulés geometrinés struktiros atskaitos taskas buvo pasirinktas BODIPY-NMe2
maziausios energijos konformero optimali geometrija apskaiCiuota vakuume taikant
MP2/6-31* teorijg ir funkcijy baze. IS Antechamber gauti atomy tipai buvo pakeisti pagal
poreikj ir trikstami jégy lauko parametrai buvo sugeneruoti naudojant parmchk?2
paprograme gaff ir gaff2 jégy laukams. Kadangi Sie jégy laukai savyje neturi boro atomy
parametry, tai paramchk2 pagal vidinius algoritmus nustato borui artimiausig atomy tipa,
kuris atitinka sp2 anglj. Buvo pakeisti boro Lenardo-DZonso parametrai | apskaiCiuotus
literatdroje [80].

KeiCiant jéegy laukus ir atomy tipus gautos skirtingos sistemos, kurios buvo
optimizuotos. Optimalios MM geometrijos palygintos su QM pagrindinés busenos
geometrija. 18 gauty rezultaty (zr. priedg 5) pirmiausiai yra matyti, jog gaff2 jégy laukas
nepatenkinamai apraSo BODIPY-NMe2 molekule, nes karkaso ir fenilo Zziedo asys nebe
sutampa, arba karkasas yra persikreipes. Nepaisant to, jog gaff2 jégy laukas yra
naujesnis, gaff jégy laukas daug geriau apraso BODIPY-NMe2 molekule. Nepriklausomai
nuo atomy tipy kombinacijos, karkasas iSlieka apytiksliai vienoje plokStumoje, iSlaikomas
tinkamas fenilo Ziedo orientavimasis karkaso atzvilgiu. Maziausius nuokrypius turi atomy
tipai parinkti pagal NBO analize, o ne pirolg. Sio atomy tipy rinkinys naudotas

tolimesniame jutiklio orientavimosi fosfolipidinéje membranoje tyrime.
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Geometrijos nuokrypis, lyginant tarp MM ir QM geometrijy, yra pakankamai didelis
net ir geriausiam atomy tipy rinkiniui. Sig problema galima i$spresti tik i§ naujo
parametrizuojant gaff jégy lauko pasirinktus parametrus, kas aktualu borui ir Cs. Sio darbo
metu buvo bandoma i§ naujo parametrizuoti pasirinktus parametrus taikant paramfit
paprograme 5 Antechamber, taCiau nesékmingai. To priezastis yra BODIPY
daugiacikliSkumas, kuris neleidzia izoliuoti norimo parametro apskai€iuojant PES. KeiCiant
kurj nors dydj (kampg, ilgj ar dvisienj kampg) keiCiasi daugelis kity parametry dél
suvarzytos sistemos, todél tai néra trivialus uzdavinys. Nepaisant to, jog geometrija yra
netobula, ji yra patenkinama, nes tiriant jutiklio orientavimasi lipidinéje membranoje yra

svarbesneés tarpmolekulinés sgveikos.

2.6. Sistemy paruoSimas

Tyrimui buvo nuspresta modeliuoti tris sistemas:
o L4 faze taikant Lipid14, sudarytg iS 128 vnt. DOPC, 4736 vnt. H,0.
o L, faze taikant Lipid21, sudarytg iS 128 vnt. DOPC, 5120 vnt. H20.
o L, faze taikant Lipid21, sudarytg i§ 60 vnt. DOPC, 60 vnt. DPPC, 12 vnt.
cholesterolio ir 5280 vnt. H.0.
Kiekviena sistema papildomai turi po vieng BODIPY-PM jutiklio molekule ir apie 0,15 mol/I
kalio chlorido druskos vandeninéje terpéje.
IS Lq Lipid14 sistemos gaunamas difuzijos koeficientas leidzZia jj lyginti su rezultatais,
apraSytais Kuimovos mokslinés grupés straipsnyje [44]. Visos sistemos leidzia palyginti

difuzijos koeficientg ir jutiklio orientavimagsi tarpusavyije.

2.6.1. Jutiklio jégy laukas: Lipid14 sistema

BODIPY-PM rySiy parametrai aprasyti naudojant gaff jégy laukg ir atomy tipus,
nustatytus 2.5 skyriuje. Sugeneruotame jégy lauke boro atomo Lenardo-Dzonso
parametrai nebuvo pakeisti. Kraviy radimui pasirinktas vienas BODIPY-PM konformeras
taip kaip [44] straipsnyje, taCiau su pridétu kalio atomu prie sulfo grupés. Kalio atomas
reikalingas tam, kad optimizuojant geometrijg inkaras su sulfo grupe nesusisukty ir
iSlaikyty pradine konformacijg. Po optimizacijos kalio atomas pasalintas. Optimizacijai ir
kraviy radimui naudota Gaussian 16 su HF/6-31G* QM teorija. Daliniai RESP kraviai rasti

naudojant Antechamber programa.
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2.6.2. Jutiklio jegy laukas: Lipid21 sistemos

BODIPY-PM rySiy parametrai aprasyti naudojant gaff jégy laukg ir atomy tipus
nustatytus 2.5 skyriuje. Sugeneruotame jégy lauke boro atomo Lenardo-Dzonso
parametrai buvo pakeisti j randamus literatiroje [80] tam, kad baty geriau atkuriamos
tarpmolekuliné sgveika. TikslUs daliniai krtviai yra labai svarbis aprasant tarpmolekuline
sgveikg, todél yra reikalinga RESP kriviy radimo procedira didesniam konformery kiekiui.

Parametrizuojant Lipid14 jégy laukg buvo pasirinktas tam tikras kiekis fosfolipido
grandinéliy, kurioms buvo rasti bendri daliniai kraviai neatlikus optimizacijos. BODIPY-PM
inkaro kraviy radimui buvo pasirinkti 50 atsitiktiniy grandinéliy konformery i$ Lipid21
autoriy pasidalinto dilaurofosfocholino (DLPC) MD simuliacijos. Grandinéliy molekuliné
struktdra buvo modifikuota taip, kad atitikty BODIPY-PM inkara, ir kalio jonai buvo pridéti
prie sulfo grupés. Kadangi dalis anglies grandinéliy konformery yra susisukusios taip, jog
gali vykti papildoma sgveika su BODIPY molekule, todél ji buvo pakeista pakaitine
mazesne grupe (angl. capping) pagal Lipid11 [81] naudotg proceddra (zr. 9 pav.).

q=0,05

q=-1,00

9 pav. Pakaitiniy funkciniy grupiy naudojimo schema apskaiciuojant skirtingy
BODIPY-PM molekulés fragmenty RESP dalinius kravius
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Suvarzant dvisienius kampus buvo atlikta dalies inkaro su sulfo grupe optimizacija, o
alifatiné dalis buvo pilnai suvarzyta. Toks sprendimas buvo priimtas todél, kad kei€iant
molekuline struktirg i§ DLPC j BODIPY-PM inkaro yra susiduriama su specifiniais rysiy bei
kampy pasikeitimais. Optimizacija pirmiausiai buvo atlikta taikant pusempirinj metodg PM6
ir véliau ir HF/6-31G*. Po optimizacijos kalio atomas paSalintas. Bendri daliniai RESP
kriviai visiems grandinélés konformerams rasti naudojant R.E.D. programg, suvarzant
mazesnés grupés kruvj bei jg pasalinant (Zr. 9 pav.). Panasi procediira naudota ir BODIPY
fragmentui; i§ viso naudoti du konformerai RESP kriviy radimui, kurio metu mazesnioji
grupé buvo paSalinta. Norint padidinti gaunamy kraviy tikslumg, kraviy suvarZzymas
mazesnei grupei nebuvo lygus nuliui. Optimizacijai ir kraviy radimui naudota Gaussian 16
su HF/6-31G* QM teorija.

2.6.3. Sistemos surinkimas

Lipidinés sistemos buvo surinktos naudojant CHARMM-GUI aplikacijg, iSskyrus Lg
Lipid21 sistemg, kurios pradiné struktira buvo paimta i$ Sio jégy lauko autoriy internetinio
puslapio. Trakstami kalio chlorido jony kiekiai buvo pridéti rankiniu biddu, o BODIPY-PM
jutiklis buvo orientuotas lipidinéje membranoje naudojant Chimera programg [82].
Primityvus jutiklio inkorporavimas lipidinéje membranoje sukuria rySiy bei atomy
persidengimus, kurie yra panaikinami geometrijos optimizacijos metu taikant minkStuosius
branduolius. IS viso buvo surinktos 5 skirtingos pradinés sglygos kiekvienai sistemai,
kuriose BODIPY-PM jutiklis orientuotas taip:

a Statmenai Z aSiai membranos centre (zr. 10 pav.).

b Lygiagreciai Z aSiai membranos centre.

¢ Lygiagreciai Z aSiai membranos pavirSiuje, taCiau uodega patalpinta vandenyje.

d LygiagreCiai Z aSiai membranos pavirSiuje, taCiau BODIPY karkasas patalpintas
vandenyje.

e Visa BODIPY-PM molekulé patalpinta vandenyje.

Toks pasirinkimas leidZia jvertinti, ar jutiklis orientuojasi membranoje nepriklausomai
nuo pradiniy salyguy, ir ar egzistuoja lokalios termodinaminés metastabilios busenos. Tiesa,
norint nuodugniau istirti tokiy bdseny egzistavimg reikty surinkti daugiau sistemy su

skirtingomis pradinémis sglygomis.
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Surinkus sistemg buvo sukurti Amber paketo koordinaCiy bei topologijos failai, kurie
buvo konvertuoti | Gromacs atitinkamus failus naudojant parmed Python 3 bibliotekg i$

AmberTools paketo.

Gl

10 pav. ltérpto jutiklio j membranq ‘pradinés Sélygos
(a) pavyzdys

2.7. MD ir analizé

ParuosSus sistemas, pirmiausiai buvo atlikta sistemos optimizacija taikant minkstuosius
branduolius, o véliau ir jprastiné optimizacija; sudaryti NVT ir NPT ansambiliai. Atliekant
validavimo metu, iSskyrus temperatirg bei simuliacijos laikg. Jutiklio orientavimosi tyrime
kiekviena simuliacija buvo paleista po 150 ns; L4 fazés temperatira 303 K, o L, fazés —
293 K. Jutiklio difuzijos koeficiento skaiCiavimams simuliacijos laikas buvo pratestas
papildomomis 300 ns (iS viso 450 ns) toms sistemoms, kurios turéjo a pradine salyga;

nepriklausomai nuo membranos fazés, buvo nustatyta 293 K temperatdra.

2.7.1. Jutiklio orientavimasis

Kiekvienos sistemos simuliacijos analizei pirmosios 50 ns buvo atmestos, tuo metu
jutiklis pasieké tam tikrg pusiausvyrine blseng. Jutiklio orientavimuisi nustatyti buvo

apskaiciuotos jutiklio sieros (Zzym. S), boro (Zym. B), fenilo anglies (Salia amidinés grupés)
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(2zym. C,) ir alifatinés grandinélés paskutinio anglies (Zym. C,) (zr. 11 pav.) atomy atstumai

nuo lipidinés membranos maseés centro.

11 pav. Orientavimosi analizei naudoty atomy
vietos BODIPY-PM molekuléje (pazyméti raudonai)

Atstumy kitimas nuo laiko pateiktas grafike (Zr. priedus 6 — 8), o atstumy skirstinys
analizuojamame laiko ruoze — histogramoje (Zr. priedus 9 — 11). Buvo apskaiciuotos
histogramy medianos bei interkvartiliniai intervalai (angl. interquartile range — IQR), kurie
parodo atstumag tarp pirmo ir treCio kvartiliy; tai yra vienas iS dispersijos jvertinimo bady.
Neparametriné statistika buvo pasirinkta dél dviejy priezas€iy: kai kurie atstumy skirstiniai
akivaizdziai néra normalieji ir apskaiCiuoti ilgiai yra autokoreliuoti, kas neleidzia taikyti
parametrinés statistikos, kadangi negalioja centriné ribiné teorema ir standartinio
nuokrypio jprastinis apskaiCiavimas néra galimas.

Nustatant jutiklio pozicijg lipido membranos atzvilgiu buvo apskaiciuoti ir membranos
lipidy kai kuriy atomy skai€iaus tankiai (koncentracijos): karbonily (zym. COOQO), fosfaty
(zym. PO,), paskutinio uodegy anglies ir jo vandeniliy (zym. CHs) ir L, fazei visy

cholesterolio (zym. chol) atomuy.
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2.7.2. Difuzijos koeficientas

Difuzijos koeficiento skaiCiavimams buvo naudotos paskutinés 200 ns simuliacijos
(pirmosios 250 ns atmestos) ir sistemos masés centras pakeistas | membranos sluoksnio,
kuriame jutiklis jsitvirtines. Jutiklio koordinacCiy vidutinis kvadratinis poslinkis buvo
apskaiciuotas kas 10 ps taikant 20 ns langa. Tiesiniam regionui pritaikyta regresija ir rastas
k tiesés krypties koeficientas, pagal kurj, taikant EinSteino sarysj (12), buvo rastas jutiklio

difuzijos koeficientas (D) XY plokstumai:

tim (¢ -, |

—t—-o0

k., (13)

2nt :2n

Cia r — koordinatés vektorius, i — pasirinkto atomo indeksas, n — dimensijy skaicCius, t —
laiko Zingsnis. Paklaida randama padalinant MSD tiesés duomenis pusiau ir apskaiciuojant

skirtingy MSD regiony difuzijos koeficienty skirtuma.
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3. Reazultatai ir jy aptarimas

3.1.1. Jutiklio orientavimasis

Beveik visoms pradinéms sglygoms ir fazéms po 50 ns simuliacijos BODIPY
karkasas buvo stabiliai jsitvirtines membranos pavirSiuje: uodega jsiskverbusi tarp
fosfolipidy uodegy, o sulfo grupé — lipidinés membranos pavirSiuje. Toks iSsidéstymas
patvirtina, kad sulfo grupé, dél savo panaSumo | fosfatine grupe, kartu su alifatine
grandinéle yra tinkama imituojant fosfolipidg, ir kad papildomas balastas (BODIPY
karkasas) netrukdo jsitvirtinimui j membrang. Toks stabilizavimasis néra budingas e L,
sistemai (pradinés salygos — jutiklis pilnai yra vandenyje) net ir po 150 ns; jutiklis dél
tankesnés L, fazés nesugebéjo savaime prasiskverbti | lipidine membrang. | Ls faze,
nepriklausomai nuo jégy lauko, iS vandens fazés jutiklis jsitvirtino tik per 30 ns. Tai parodo,
kad jutiklio jsitvirtinimo membranoje proceso aktyvacijos energija yra daug didesné L, fazei

negu Lq, taCiau jsitvirtinus sistema yra termodinamiskai stabili.

1 Lentelé. Atomy pozicijy bei membranos atomy grupiy atstumai nhuo membranos
centro (sudaryta pagal atomy atstumo histogramas ir atomy skaiciaus tankio profilius (Zr.
priedus 9, 10, 11))

Fazé ir jegy | Pradinés Atomo pozicijos mediana + IQR, A Membranko S grupes ko_ngengacuos
laukas salygos maksimumo pozicija,

Cy B Cr S CH; Chol COO0 PO,

a 25+37[121+£35[129+24[169+24 0,4 14,1 18,7

b 22+411108+£39[122+£37[16,1+£3,3 0,4 14,4 18,8

Lq Lipid14 c 25+48|126+43[125+26|163+2,6 0,7 - 14,3 18,7

d 24+33[132+33[133+£22[175+25 0,7 14,3 18,7

e 21+33[11,8+39[124+27[166+£29 0,4 14,4 18,7

a 24+34|115+24[131+£20[177+£22 0,4 15,3 19,7

b 41+42(1138+38(142+24]178+272 0,4 15,0 19,4

L Lipid21 c 40+37|114+34|124+23 |174+24 0,4 - 15,2 19,6

d 14+36[123+37[116+27|164+3/1 0,7 14,8 19,5

e 28+40|111+29[129+23[174+24 0,4 15,0 19,8

a 37+541109+35[122+23[175+£23 1,2 10,2 16,6 21,3

L, Lipid21 b 37+35[104+25[121+22[163+20 1,2 9,7 16,8 20,8

° c 30+32|104+30[141+£21[191+£23 1,2 8,9 16,5 21,2

d 40+£25[109+19[161+15]21,3+20 1,2 9,5 17,4 21,5

Nagrinéjant jutiklio atomy atstumo, nuo lipidinés membranos masés centro,
priklausomybe nuo laiko (Zr. priedus 6, 7, 8) galima pastebéti, jog atomy iSsidéstymas
iSlieka pastovus su tam tikru triukSmu. Grafikuose P6.1, P6.2, P7.1, P7.5, P8.1, P8.3 yra
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matomi keliy nanosekundziy C, atomo nestabilumai, kada jo atstumas iki membranos
centro tampa vienodas ar net dar didesnis negu B atomo; Sie intarpai atitinka susisukusio
BODIPY-PM konformacijas.

Esminis skirtumas tarp laikiniy priklausomybiy yra matomas P8.3 ir P8.4 lyginant su
kitomis: B ir C, atomai stabiliai iSsidésto didesniu atstumu vienas nuo kito Z asSies atzvilgiu
(neskaitant triukSmo), o tai reiSkia, kad BODIPY karkasas yra stabiliai pasvires link
membranos centro. Kitose sistemose (Lq ir L,) BODIPY asSis gali bati pasvirusi j abi puses
(2r. 12 pav.). Kampas skaiCiuojamas tarp BODIPY aSies ir membranos plok§tumos. Po
130 ns a Lipid21 simuliacijos BODIPY karkaso asis buvo pasvirusi 26,8° link membranos
centro, o po 150 ns — 47,3° link vandeninés terpés. Basena, kurios metu BODIPY
karkasas nukreiptas | vandenine terpe egzistuoja nuo keliy iki keliy deSimciy
nanosekundziy. Pagal 12 pav., BODIPY karkasas A ir B skirtingai sgveikauja su lipidine

membrana ir vandenine terpe, todél gali pasikeisti PES kei€iantis jutiklio terpei [83].

12 pav. Jutiklio pasvirusios busenos geometrijos (A — karkasas pasvires link
membranos centro, B — karkasas pasvires link vandeninés terpés)

Bldsenos, kurioje BODIPY stabiliai pasvires, egzistavimas L, fazéje siejasi su
cholesteroliu: yra matoma tam tikra koreliacija tarp cholesterolio maksimumo (1 lentelé) ir
C: pozicijos. Atidziau panagrinéjus simuliacijos kadrus buvo pastebéta, jog visg
simuliacijos laikg po pusiausvyros jvedimo (50 ns) prie BODIPY-PM inkaro d sistemoje, o ¢

sistemoje ir prie paCio BODIPY karkaso buvo prisijunges cholesterolis (zr. 13 pav.).
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Atliekant MD difuzijos koeficiento skaiCiavimus, simuliacijos pabaigoje cholesterolis
galiausiai atsiskyré nuo BODIPY, todél Si busena tikriausiai néra stabili ilgesniy laiky

masteliu.

13 pav. Lo fazés lipidinés membranos MD paskutinis
kadras, c pradinés salygos

Nagrinéjant membranos grupiy iSsidéstymg (1 lentelé) yra matoma tendencija, kad
COO ir PO4 grupés yra toliau nuo masés centro esant Lipid21 jégy laukui negu Lipid14
esant Ly fazei. Toks rezultatas ir turéty bati, nes Lipid14 ir Lipid21 autoriy atliktuose
skaiCiavimuose Lipid21 membrana yra storesné. Taip pat, L, fazés grupés yra toliau
iSsidéscCiusios negu L4 fazés, nes Ly membrana yra storesné dél tankesnio horizontalaus
susispaudimo. Lyginant membranos grupiy iSsidéstymg esant skirtingoms pradinéms
sglygoms néra matomi dideli skirtumai, iSskyrus cholesterolio molekule.

Zvelgiant | 1 lentele, B yra aptinkamas statistikai dazniau argiau lipidinés
membranos centro negu C.. Su Lipid14 jégy lauku yra matomas didesnis stabilumas C,
atomui tarp skirtingy sistemy lyginant su Lipid21 jégy lauku. Visoms sistemoms dispersija
C., atomui yra didziausia, kas yra logiSska, nes membranos CHs; koncentracijos
pasiskirstymas yra labai platus (platesnis tik cholesterolio). B atomo dispersija yra

mazesné negu C,, taCiau didesné uz C; iki 50 %. To priezastis yra BODIPY suvarzymas
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ties fenilo Ziedu, tokiu budu BODIPY karkasas turi daugiau laisvés judéti, nes jj maziau
varzo inkaras.

S dispersija yra maziausia dél stiprios Kulono sgveikos su membranos fosfolipidy
galvomis. Visais atvejais sieros atomas yra arCiau membranos masés centro negu
fosfatiné grupé, nes fosfato ir sulfo grupés yra neigiamo kravio, todeél jos stumia viena kitg.
TacCiau giliau membranoje yra cholino teigiama grupé, kuri ir traukia sulfo grupe. S ir C;
skirtumai Ly fazéje tarp skirtingy jégy lauky yra neesminiai, nes jie egzistuoja dél
pasikeitusio membranos storio. Esant L, fazei S yra toliausiai lyginant su kitomis
sistemomis, taCiau Boro atomas yra arCiausiai membranos masés centro. Taip gali bati tik
tada, jei jutiklis yra suspaudziamas XY plokStumoje ir tada jis idtjsta Z aSimi. Tai ir vyksta
su lipidais pereinant i$ Lq | L, faze, kada sumazéja plotas tenkantis vienam lipidui dél

tankesnio lipidy iSsidéstymo.

3.1.2. Difuzijos koeficientas

Difuzijos koeficientas Kuimova darbo grupés straipsnyje [44] buvo skaiCiuotas pagal
MSD tiese nuo 2 ns iki 5 ns, taCiau Sis regionas Lipid21 sistemoms néra tiesinis. Buvo
pasirinktas alternatyvus intervalas nuo 6 ns iki 12 ns (zr. 12 pav.), kuriame visos sistemos
turi mazg arba patenkinamag D paklaidg (zr. 2 lentelé).

Lipid14 Ly sistemos difuzijos koeficientas BODIPY-PM molekulei yra labai aukstas.
Taip gali bati del mazesnés tarpmolekulinés sgveikos, tacCiau to priezastys néra aiskios.
Difuzijos koeficientas apskaiciuotas nuo 6 ns iki 12 ns puikiai koreliuoja pagal moline mase
(M) su kity jutikliy difuzijos koeficientais iS [44] straipsnio (Zr. 2 lentelé). Kuo bus didesné

molekulés masé, tuo bus mazesnis difuzijos koeficientas.

2 lentelé. Difuzijos koeficientas jvairioms sistemoms (paryskintais skaiCiais

pazymétos molekulés ir atitinkami rezultatai i§ [44] straipsnio palyginimui, 293 K

temperatira)
. . Simuliacija Eksperimentas
Kalskuls Elgimel s Jégy laukas | MSD regionas | D, 10° - cm?s | D, 10°° - cm?/s
Lipid14 2-5ns 12,56 £ 2,03
Lq 6 —12ns 7,43 £ 1,41
BORIFYFH bl S 6—12ns 3,97 £ 0,31 -
i R 6—12ns 3,08 £ 0,03
1 (BODIPY-Cp) 424 2-5ns 10,22 10,52
2 512 Lq Lipid14 2-5ns 7,52 8,75
3 629 2-5ns 7,06 7,25
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14 pav. BODIPY-PM vidutinio kvadratinio poslinkio priklausomybé nuo laiko
(juodos linijos zymi tiesinius regionus, naudotus D skaiCiavimams)

BODIPY-PM difuzijos koeficientai apskaiCiuoti Lipid21 sistemai yra daug mazesni

lyginant su dydziais literatdroje ir su Lipid14 sistema. To priezastis gali bati tankesnis lipidy

iSsidéstymas, nes Lipid21 turi mazesnj plotg tenkantj vienam lipidui.
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4.

1.

ISvados

Dviejy skirtingy jutiklio orientacijy membranos plokStumos atzvilgiu egzistavimas
gali paaiskinti jutiklio bieksponentinj gesimag; skirtingi BODIPY pasvirimo kampai
suvarzo jutiklj nevienodai, todél gali pasikeisti potencinis energijos pavirsius.

L, fazéje BODIPY-PM apskaiciuotas difuzijos koeficientas yra mazZesnis negu Lg
fazéje, todél galima teigti, jog L, fazés klampa yra didesné negu L fazés.

Klampos padidéjimg paaiSkina tvarkingesné L, fazés membranos struktira ir

papildoma BODIPY sgveika su cholesterolio molekulémis.
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Darbe buvo naudotas Vilniaus universiteto auksto naSumo superkompiuteris
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF PHYSICS

DOMANTAS NARKEVICIUS

A Model of Photoactive Molecular Sensor in Cell Membrane

The immune system's ability to induce apoptosis in cancerous cells via lipid rafts is a
promising avenue for cancer treatment. However, cancer cells with decayed rafts are
unable to receive apoptosis signals. Therefore, studying lipid rafts, with their significant
potential in developing anticancer drugs, could lead to novel therapeutic strategies.

In previous studies, visualisation and mapping viscosity of model lipid rafts using
BODIPY-C+, encountered some challenges. However, a significant breakthrough was
achieved when Polita et al. experimentally investigated a modified next-generation
BODIPY-PM sensor. However, the dye's positioning was unclear, and the resulting
biexponential decays were unexplained. Therefore, this master's thesis aims to calculate
the physical parameters of the lipid membrane with the BODIPY sensor by applying
computational chemistry models, which would allow us to evaluate the performance of the
embedded sensor. The following tasks were set:

1. Prepare a suitable molecular mechanics force field for the sensor and the lipid
membrane,

2. Perform a molecular dynamics simulation at constant temperature and pressure,

3. Determine the orientation of the sensor in the lipid membrane and calculate the
in-plane diffusion coefficient.

In this study, we conducted molecular dynamics simulations using adequately
prepared gaff and Amber lipid force fields on the BODIPY-PM sensor, which was
inserted into the lipid membrane. The simulations unveiled the existence of two states of
tilted BODIPY-PM in the lipid membrane, shedding light on the sensor's biexponential
decay. The different tilt angles of BODIPY-PM affect the sensor's behaviour, leading to a
change in the potential energy surface. In the liquid-ordered phase, the diffusion coefficient
of BODIPY-PM is lower than in the liquid-disordered phase, indicating a higher viscosity.
This increase in viscosity is attributed to the more ordered structure of the membrane and

the additional interaction of BODIPY with cholesterol molecules.
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1 Priedas

; Rekomenduojami MD .mdp paleidimo nustatymai Lipid14 ir Lipid21 jégy laukams.

integrator =sd

dt =0.002

nsteps = 150000000
nstenergy = 5000
nstxout-compressed = 5000
pbc = Xyz

rlist =1.0
coulombtype = PME
coulomb-modifier = Potential-shift
rcoulomb =1.0

vdwtype = Cut-off
vdw-modifier = Potential-shift
rvdw =1.0

DispCorr = EnerPres

fourierspacing  =0.125

tc-grps = Lipid Non-Lipid
tau-t =1.01.0

ref-t =293 293

pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau-p =10.0
compressibility = 4.46e-5 4.46e-5
ref-p =1.01.0
constraints = h-bonds
constraint-algorithm = LINCS
continuation =yes
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2 Priedas

P.2 lentelé. Apskai¢iuoty su Gromacs lipidinés membranos parametry palyginimas su Amber lipidy jégy lauky
literatara (raudonai paryskintos testo vertés virSijancios kritine verte, paryskintu tekstu pazyméti optimalls nustatymai)
Lipid14
Slégio valdymas Temperatiros Suvarzymai Dydziai apskai€iuoti su Gromacs | Dydziai apskaiciuoti straipsnyje Statistiniy testy jverciai
Bariostatas | 1, | Dézés tipas grupy skaiGius | Algoritmas [  Eile Vidurkis | s ] n Vidurkis | s | n Feso | Fine |  teso | tieiuns
Membranos storis Dy
Parinelo-Rahmano 10 |anizotropinis 2 LINCS 4 36,81 0,27 1,85 1,26
Berendseno 1 anizotropinis 2 LINCS 4 36,80 0,22 1,19 1,55
Parinelo-Rahmano 5 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 36,79 0,22 1,18 1,56
Parinelo-Rahmane | 10 |pusiau-zoliapink 2 LINCS 4 3680 | 0.15 5 %0 2 8 176 | 83 [0 | 2%
Parinelo-Rahmano 10 anizotropinis 2 SHAKE — 36,62 0,27 1,83
Parinelo-Rahmano 5 anizotropinis 2 LINCS 4 36,52 0,28 1,90
Plotas tenkantis vienam lipidui A.
Parinelo-Rahmano 10 anizotropinis 2 LINCS 4 69,26 0,33 1521 1,32 2,31
Berendseno 1 anizotropinis 2 LINCS 4 69,27 0,23 1.0 1,59 2,68
Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 69,39 0,29 5 69.0 03 5 1,06 6.39 2,67
Parinelo-Rahmano 5 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 69,29 0,07 ' ’ '
Parinelo-Rahmano 10 anizotropinis 2 SHAKE - 69,52 0,28 511 2,31
Parinelo-Rahmano 5 anizotropinis 2 LINCS 4 69,70 0,07
Taris tenkantis vienam lipidui Vi

Parinelo-Rahmano 5 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 1246,28 0,29 5,79 2,03 6,28
Parinelo-Rahmano 10 anisotropic 2 LINCS 4 1246,28 0,25 6,59 1.55 6,20
Parinelo-Rahmano 5 anizotropinis 2 LINCS 4 1246,36 0,21 6,46 12496 0.2 5 1,07 6,21
Parinelo-Rahmano 10 anizotropinis 2 SHAKE - 1246,26 0,21 6,97 ! ’ 1,06 6,17
Berendseno i anizotropinis 2 LINCS 4 1246,02 0,22 6,37 1,22 6,22
Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 1246,12 0,19 6,99 1,10 4,54
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3 Priedas

P.3 lentelé. Apskai¢iuoty su Gromacs lipidinés membranos parametry palyginimas su Amber lipidy jégy lauky
literatara (raudonai paryskintos testo vertés virSijancios kritine verte, paryskintu tekstu pazyméti optimalls nustatymai)
Lipid21
Slégio valdymas Temperatiros Suvarzymai Dydziai apskai€iuoti su Gromacs | Dydziai apskaiciuoti straipsnyje Statistiniy testy jverciai
Bariostatas | 1, | Dézés tipas grupy skaiGius | Algoritmas [  Eile Vidurkis [ s | n Vidurkis | s | n Feso | Firne |  teso | bains
Membranos storis Dyx
Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 38,00 0,52 1,62 0,01
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 2 SHAKE - 38,32 0,43 1,09 0,94
Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 SHAKE — 38,38 0,37 1,22 1,18
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 38,38 0,28 2,15 1,33 2,78
Parinelo-Rahmano 5 |pusiau-izotropinis p SHAKE - 3848 | 032 = el | B = 166 | 1290 6
Berendseno q pusiau-izotropinis 2 LINCS 6 38,44 0,16 6,90 172
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 1 SHAKE - 38,51 0,29 2,06 1,78
Parinelo-Rahmano 5 |pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 38,74 0,05 [ 6954 | 3,12 4,19
Plotas tenkantis vienam lipidui A
Parinelo-Rahmano 5 pusiau-izotropinis 2 SHAKE — 66,73 0,43 473 0,81
Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 SHAKE - 66,73 0,34 2,81 0,97
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 2 SHAKE — 66,64 0,33 2,78 1,38
Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 66,70 0,16 1,53 1,69
Berendseno T Ipusiau-izotropinis P [INCS 4 6655 | 024 3 6E5S | D20 . Tas | 1900 59— 278
Parinelo-Rahmano 5] pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 66,61 0,09 5,02 2,71
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 1 SHAKE — 66,48 0,20 1,03
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 2 LINCS 6 66,44 0,10 3,76
Taris tenkantis vienam lipidui Vi

Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 1242,29 0,21 4,58 9,22 19,22
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 1242,33 0,19 427 7,60 19,19
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 2 SHAKE - 1242 49 0,16 4,73 547 19,23
Parinelo-Rahmano 5 pusiau-izotropinis 2 SHAKE - 1242,63 0,16 4,73 1232 84 007 3 5,13 19,23
Parinelo-Rahmano 10 pusiau-izotropinis 2 SHAKE - 124262 0,16 4,86 4 e 5,10 19,24
Parinelo-Rahmano 5 pusiau-izotropinis 2 LINCS 4 1242,54 0,14 4,99 3,93 19,25
Berendseno 1 pusiau-izotropinis 2 LINCS 6 124230 0,12 4.55 2,95 19,22
Berendseno i pusiau-izotropinis 1 SHAKE — 1242,51 0,10 3,10 2,05 19,02
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4 Priedas

P.4 lentelé. Jvairiy cikliniy junginiy aromatiSkumo jvertinimas (skaiCiavimams naudota DFT teorija su B3LYP/6-311G++(d,p) funkcionalu

ir funkcijy baze, trumpiniy paaiskinimai pateikti Zemiau)

Daugiacentrinio

Normalizuota

Hiukelio aromatiSkumo

Molekulé Ziedas rySio eilé rySio eilé PDI FLU PLR | HOMA taisyklés
Benzenas = 0.0961 0.6768| 0.1046| 0,0000 0.6284| 0,9885|Aromatinis
Kairinis 0.0465 0.5996| 0,0688| 0,0168] 0.3821| 0.6233|Aromatinis
gﬁgfgfﬁ:ijég}das Centrinis 0.0386 0.5813| 0,0549 00213 0.3652] 0.5673|Aromatinis
Desininins 00464 05995/ 0,0688| 0,0168] 0.3821| 0,6233|Aromatinis
Cikloheksa-1.4-dienas [78]| - 00305 05591 0,0237] 0,0591 0.0560| -1,6208|Nearomatinis
Kairinis 0.0674 05830 N/A| 00171]  N/Al_0,8590/Aromatinis
BODIPY Centrinis 20,0025 20,3679 00182 0.0706| 0.0584] 0.2209|Nearomatinis
Desininins 0.0674 05830 N/A| 00171]  N/Al_0,8590/Aromatinis
Cikloheksanas = 0,0006 0.2897] 00139 0,0577| 0.0208| -4,6580|Nearomatinis

Sutrumpinimy paaiskinimai:

CLRK - kondensuoto tiesinio atsako branduolys (angl. condensed linear response kernel)

PDI — para delokalizacijos indeksas (angl. para-delocalization index)

FLU — aromatiniy fliukciacijy indeksas (angl. aromatic fluctuation index)

PLR — para tiesinio atsako indeksas (angl. para linear response index)

HOMA — harmoninio osciliatoriaus jvertis aromatiSkumui (angl. harmonic oscillator measure of aromaticity)
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5 Priedas

P.5 lentelé. BODIPY-NMe2 optimalios geometrijos palyginimas tarp MM ir QM metody, MM taikant skirtingy atomy tipus bei jégy

laukus (trumpiniy paaiskinimai pateikti Zemiau, paryskinta kombinacija naudota tolimesniame tyrime)

RySiy ilgiai Kampai Dvisieniai kampai

Atomy tipy | Jégy Atomy tipy | Jégy Atomy tipy | Jégy

kombinacija | laukas | AD, A | AD /n, A | SD, A? | SD/ n, A*| kombinacija | laukas [ AD,°|AD /n,°|SD, (°)?| SD /n, (°)? | kombinacija | laukas | AD,°|AD/n,°|SD, (°)>| SD/n, (°)
B gaff | 0,80 | 0,0181 | 0,0549 | 0,00125 A gaff 90 1,21 268 3,58 A gaff | 701 6,49 13700 127
A gaff | 0,83 | 0,0188 |0,0578 | 0,00131 B gaff 92 1,23 238 3,18 E gaff | 701 6,50 13700 127
B gaff2 | 0,87 | 0,0197 | 0,0547 | 0,00124 F gaff 95 1,26 232 3,10 D gaff | 702 6,50 13400 124
C gaff | 0,87 | 0,0199 | 0,0581 | 0,00132 A gaff2 97 1,29 278 3,70 F gaff | 733 6,79 14100 130
D gaff | 0,88 | 0,0200 | 0,0581| 0,00132 E gaff 98 1,30 283 3,77 B gaff | 734 6,79 14000 130
D gaff2 | 0,94 | 0,0213 | 0,0607 | 0,00138 C gaff 109 1,45 360 4,80 C gaff | 745 6,89 14600 135
A gaff2 | 0,95 | 0,0216 | 0,0617 | 0,00140 B gaff2 | 110 1,46 286 3,82 F gaff2 | 847 7,84 12900 119
C gaff2 | 0,96 | 0,0218 | 0,0586 | 0,00133 D gaff 111 1,49 366 4,88 D gaff2 | 1130 | 10,40 28700 266
F gaff 1,01 0,0229 | 0,0675| 0,00153 E gaff2 | 119 1,58 351 4,68 E gaff2 | 1160 | 10,70 34600 321
E gaff 1,05 | 0,0238 |0,0703 | 0,00160 C gaff2 | 122 1,62 407 5,42 A gaff2 | 1160 | 10,80 35000 324
F gaff2 | 1,05 | 0,0238 | 0,0670 | 0,00152 D gaff2 | 122 1,63 390 5,20 B gaff2 [ 1210 | 11,20 35000 324
E gaff2 | 1,16 | 0,0263 | 0,0728 | 0,00165 F gaff2 | 140 1,86 465 6,19 C gaff2 | 1230 | 11,40 34500 320

Paaiskinimai:

AD — absoliutusis nuokrypis, SD — kvadratinis nuokrypis, n — pasirinkto parametro (ilgiy arba kampy arba dvisieniy kampy) skaicius
molekuléje. Atomy tipai sugeneruoti Antechamber nebuvo keisti, iSskyrus atomus C1 C, C3 C4 Cs Cs C7 Cs Co (2Zr. numeracijg 7 pav.), kurie
atitinka Siuos atomy tipus:

: ¢d cd cc cc ce cc cc cd cd — atitinka pasukto pirolo molekulés atomy tipus.

: ¢d cd cc cc cf cc cc cd cd — atitinka pasukto pirolo molekulés atomy tipus.

: cc cc cc cd ce cc cc cd cd — originalus atomy tipai parinkti Antechamber, Cs atomo tipas pakeistas j panasy.
: cc cc cc cd cf cc cc cd cd — originalus atomy tipai parinkti Antechamber.

: cc cd cd cc ce cc cd cd cc — atitinka pirolo molekulés atomy tipus.

: cc cd cd cc cf cc cd cd cc — atitinka pirolo molekulés atomy tipus.

Mmoo W >
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6 Priedas

Lqs fazés Lipid14 sistemos jutiklio atomy atstumo nuo membranos masés centro

priklausomybé nuo simuliacijos laiko. Skirtingi grafikai atitinka skirtingas pradines sglygas.
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/ Priedas

Lqs fazés Lipid21 sistemos jutiklio atomy atstumo nuo membranos masés centro

priklausomybé nuo simuliacijos laiko. Skirtingi grafikai atitinka skirtingas pradines sglygas.
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8 Priedas

L, fazés Lipid21 sistemos jutiklio atomy atstumo nuo membranos masés centro

priklausomybé nuo simuliacijos laiko. Skirtingi grafikai atitinka skirtingas pradines sglygas.
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9 Priedas

Paskutiniy 100 ns simuliacijos L4 fazés Lipid14 sistemos jutiklio atomy atstumo nuo
membranos masés centro histograma, jy medianos (istisiné linija) bei membranos atomy
skaiCiaus tankio (koncentracijos) profiliai (brukdniné linija). Skirtingi grafikai atitinka
skirtingas pradines sglygas.

a pradinés salygos
400 - 20

300 -

200 A

Vienety sk.
Koncentracija, nm~3

100 A

dz, A
P9.1 pav.

b pradinés salygos

20
300 A

—3

; 200 A

Vienety sk

100 A

Koncentracija, nm

58



20

c_wu ‘efidenuaduoy

¢ pradinés salygos

400

o
o
N
S hiouaIA

300 -
100 A

dz, A

P9.3 pav.

20

c_wu ‘efidesjusduoy

d pradinés salygos

dz, A
P9.4 pav.

o

(=]

N
s hlsusIA

400 -
300 A
100 -

59



20

c_wu ‘efidesjusduoy

e pradinés salygos

o
o
N
s hisuaIA

300 A
100 A

dz, A

P9.5 pav.

60



10 Priedas

Paskutiniy 100 ns simuliacijos L4 fazés Lipid21 sistemos jutiklio atomy atstumo nuo
membranos masés centro histograma, jy medianos (istisiné linija) bei membranos atomy
skaiCiaus tankio (koncentracijos) profiliai (brukdniné linija). Skirtingi grafikai atitinka
skirtingas pradines sglygas.
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11 Priedas

Paskutiniy 100 ns simuliacijos L, fazés Lipid21 sistemos jutiklio atomy atstumo nuo
membranos masés centro histograma, jy medianos (istisiné linija) bei membranos atomy
skaiCiaus tankio (koncentracijos) profiliai (brukdniné linija). Skirtingi grafikai atitinka
skirtingas pradines sglygas.
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