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Įvadas

Vėžiniai susirgimai yra dažnai susiję su ląstelės sandaros bei struktūros pakitimais. 

Navikų gydymas yra vienas iš sudėtingiausių biochemijos bei medicinos uždavinių, nes 

vėžinės ląstelės yra struktūriškai pakitusios, tačiau labai panašios į žmogaus sveikąsias 

ląsteles.  Tie  panašumai  apsunkina  vaistų,  kurie  selektyviai  veiktų  tik  vėžines  ląsteles, 

kūrimą.  Todėl  metodai,  galintys  padėti  nustatyti  šių  ląstelių  struktūrinius  pakitimus,  yra 

labai aktualūs kuriant naujos kartos priešvėžinius vaistus.

Ląstelės bei dalis jų viduje esančių organelių turi lipidinę membraną. Ji skiria ląstelės 

išorę nuo vidaus ir suteikia jai formą bei struktūrą, o organelėms leidžia vykdyti specifinių 

sąlygų  reikalaujančias  biochemines  reakcijas  (pvz.,  mitochondrijose,  lizosomose)  ar 

saugoti  informaciją  (pvz.,  branduolyje).  Membranos  gali  turėti  kelias  fazes  (būsenas), 

kurios pasižymi skirtingu elastingumu bei struktūra. Viena iš membranos fazių gali sudaryti 

lipidų plaustus, per kuriuos ląstelės komunikuoja [1]. Vėžinės ląstelės su sunykusiais lipidų 

plaustais  nebegali  priimti  signalo  apoptozei  (užprogramuotai  ląstelės  mirčiai)  [2],  todėl 

lipidų plaustų tyrimas pagelbėtų priešvėžinių vaistų kūrimui.

Lipidų plaustų membranoje vizualizacija bei fizikinių parametrų, tokių kaip klampa, 

poliškumas ar temperatūra, žemėlapių sudarymas yra įmanomas naudojant molekulinius 

jutiklius.  BODIPY (borodipirometeno)  klampos  jutikliai  yra  plačiai  naudojami  matuojant 

klampos žemėlapius. Tačiau susiduriama su problema, jog jutiklis sunkiai įsiterpia į lipidų 

plaustus imituojančius darinius dėl tankesnio lipidų išsidėstymo  [3]. Modifikuotas naujos 

kartos BODIPY jutiklis buvo eksperimentiškai tyrinėtas Polita  et al. darbe  [4], tačiau liko 

neatsakytas klausimas: ar jutiklis iš tiesų matuoja padidėjusią aplinkos klampą, ar tik savo 

pozicijos  pasikeitimą membranoje.  Taip  pat  nėra  aišku,  dėl  ko  atsiranda eksperimento 

metu stebimas bieksponentinis fluorescencijos gesimas. Todėl šio magistrinio darbo tikslas 

–  taikant  skaičiuojamosios  chemijos  modelius  apskaičiuoti  lipidinės  membranos  su 

BODIPY jutikliu  fizikinius parametrus,  kurie  leistų įvertinti  įterpto jutiklio  veikimą.  Tikslo 

įgyvendinimui buvo iškelti šie uždaviniai:

1. Paruošti tinkamą molekulių mechanikos jėgų lauką jutikliui ir lipidinei membranai,

2. Atlikti molekulinės dinamikos simuliaciją esant pastoviai temperatūrai ir slėgiui,

3. Nustatyti  jutiklio  orientavimąsi  lipidinėje  membranoje bei  apskaičiuoti  plokštumos 

difuzijos koeficientą.
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1. Teorija

1.1. Molekuliniai dažai

Tiriant įvairias mikroskopines sistemas yra siekiama išsiaiškinti tų sistemų savybes 

bei kaip jos veikia. Dėl įvairių priežasčių įprastiniai optiniai ar elektroniniai mikroskopai ne 

visados suteikia galimybę stebėti norimus reiškinius be papildomų medžiagų. Į pagalbą yra 

pasitelkiami įvairūs dažai, kurie specifiškai nudažo norimą sistemos dalį ir tokiu būdu tam 

tikri procesai ar struktūros tampa pastebimi. Dažymas yra plačiai naudojamas biologijoje 

bei medicinoje  [5], kas leidžia nustatyti ląstelės ir jos dalių – organelių sandarą  [6], joje 

atsirandančius pakitimus esant įvairiems susirgimams, įskaitant vėžinius [7], bei antigenų 

[8] ar kitokių medžiagų pasiskirstymą. Naudojami dažai ar biomolekulių žymekliai gali būti 

skirstomi  pagal  tirpumą,  naudojamą metodiką,  spalvą  ar  pagal  fotofizikines  savybes  – 

dažai būna arba chromoforai, arba fluoroforai. Chromoforai pasižymi šviesos sugertimi tam 

tikrame  bangos  ilgio  ruože,  kas  suteikia  dažui  spalvą.  Tokiu  būdu  nudažytos  ląstelės 

struktūra išryškėja ir tampa matoma po optiniu mikroskopu. Fluoroforai yra visados taip pat 

ir  chromoforai,  tačiau šiuo atveju pritaikomos fluorescencinės savybės,  o ne sugerties. 

Fluorescencija  yra  procesas,  kurio  metu  molekulė,  sugėrusi  šviesą,  po  kiek  laiko 

išspinduliuoja  didesnio  bangos  ilgio  (žemesnės  energijos)  fotoną.  Skirtumas  tarp 

sugeriamo ir išspinduluojamo fotono energijos leidžia nudažytą sistemą stebėti kitu bangos 

ilgiu negu ji yra apšviečiama, o tai didina stebėjimo kontrastą (žr. 1 pav.) ir raišką [9].
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nudažant fluorescuojančiu molekuliniu dažikliu TPE-IQ-2O [3]



Yra  siekiama,  kad  fluoroforas  pasižymėtų  tokiomis  savybėmis:  būtų  nenuodingas 

organizmui;  sužadintas  spinduliuotų  raudoną  šviesą  [10],  nes  jos  sklaida  mažesnė 

skverbiantis pro audinius, kas pagerina darinių matomumą, ir nes tokia šviesa sumažina 

fluorescencijos  spektrų  persidengimą  dėl  ląstelėje  esančių  biomolekulių 

autofluorescencijos  [11]; turėtų aukštą kvantinę išeigą, kas leidžia naudoti mažesnį kiekį 

dažiklio;  ir,  svarbiausia,  fluoroforas  nudažytų  norimas  ląstelės  vietas.  Skirtingoms 

sistemoms  yra  taikomi  skirtingi  fluoroforai,  todėl  yra  nuolat  ieškoma  pranašesnių  bei 

pigesnių dažų.

1.2. Molekuliniai jutikliai

Atliekant  tyrimus  bei  ieškant  naujų  vaistų  yra  aktualu  analizuoti  ne  tik  ląstelės 

struktūrą  ir  jos  pakitimus,  bet  ir  įvairias  fizikines  savybes:  pH,  klampą  ir  t.t.  Kadangi 

ląstelės yra sudarytos iš įvairių organelių, atliekančių skirtingas funkcijas, tai ir  fizikinės 

savybės  labai  skiriasi  skirtingose  ląstelės  vietose.  Net  tame  pačiame  baltyme  yra 

aptinkamos sritys, kurių poliškumas ar pH smarkiai skiriasi  [12]. Atliekant fizikinių dydžių 

matavimus, esant tokiam dideliam ląstelės nehomogeniškumui bei mažiems matmenims, 

yra būtina naudoti molekulinius jutiklius.

Molekuliniai jutikliai – tai tokios molekulės, kurių sugertis ar fluorescencija pasikeičia 

keičiantis kokiam nors fizikiniam dydžiui: jonų ar organinių molekulių koncentracijai [13,14], 

pH  [15],  temperatūrai  [16,17],  poliškumui  [18,19],  klampai  [20–22] ir  pan.  Tokių  jutiklių 

taikymas ląstelėse naudojant mikroskopiją leidžia gauti ne tik struktūrinius atvaizdus, bet ir 

pasirinkto fizikinio dydžio žemėlapius keičiantis jutiklio kvantinei išeigai. Žemėlapių kūrimas 

remiantis fluorescencijos intensyvumu turi kertinį trūkumą – intensyvumas priklauso nuo 

molekulinio  jutiklio  koncentracijos  [23],  o  jo  tolygus  pasiskirstymas  ląstelėse  dėl 

nehomogeniškumo yra beveik neįmanomas. Tokiu būdu matuojant fizikinį dydį susiduriama 

su rezultatų interpretacijos problema: nėra aišku, ar pakitęs fluorescencijos intensyvumas 

yra  dėl  pasikeitusio  fizikinio  dydžio,  ar  dėl  paties  jutiklio  koncentracijos  nevienodo 

pasiskirstymo. Intensyvumas taip pat gali pakisti dėl fluorescuojamos šviesos sugerties bei 

sklaidos.
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1.2.1. FLIM

Fluorescencijos  intensyvumo  atvaizdavimo  problemų  sprendimui  yra  naudojama 

fluorescencijos gyvavimo trukmės atvaizdavimo mikroskopija (angl. fluorescence-lifetime 

imaging microscopy – FLIM). Šis metodas paremtas fluorescuojančių molekulių savybe – 

gyvavimo trume. Kiekviena sužadintos molekulės būsena yra nestabili, todėl po kiek laiko 

molekulė (ar atomas) pereina į žemiausios energijos būseną. Šis perėjimas yra vadinamas 

skatintąja arba savaimine emisijomis  [24], kai jo metu yra išspinduliuojami fotonai (-as). 

Dėl  mažų  dažo  koncentracijų  ir  mažo  sužadintų  būsenų  kiekio  apšviečiamuosiuose 

biologiniuose  dariniuose  dominuoja  savaiminė  emisija.  Jos  metu  sužadinta  būsena 

atsitiktiniu  būdu  pereina  į  pagrindinę  būseną  ir  vidutinis  laikas,  kada  sistema  būna 

sužadintoje būsenoje, vadinamas, gyvavimo trukme, kuri fluorescuojantiems dažams būna 

nanosekundžių  eilės;  pats  procesas  yra  vadinamas  gesimu  (angl. decay).  Molekulinių 

jutiklių, naudojamų FLIM, gyvavimo trukmė priklauso nuo tam tikro fizikinio dydžio (-ių). 

Todėl taikant FLIM galima sudaryti gyvavimo trukmės žemėlapius, kurie taikant empirinius 

sąryšius  [25] yra paverčiami į norimo fizikinio dydžio žemėlapius (žr.  2 pav.). Tokiu būdu 

yra  išvengiama  rezultatų  interpretacijos  dviprasmiškumo,  nes  jutiklio  gyvavimo  trukmė 

nepriklauso nuo koncentracijos, kadangi tai yra pačios molekulės savybė.

Jutiklis  gali  turėti  daugiau  nei  vieną  spindulinės  relaksacijos  kelią  iš  sužadintos 

būsenos  [26].  Fluoroforo  intensyvumo  priklausomybė  nuo  laiko  yra  aprašoma 

eksponentinio  gesimo funkcija,  ir  kartais  ji  yra  sudaryta  iš  kelių  eksponentinių  funkcijų 

dedamųjų,  kurios  atitinka  unikalius  relaksacijos  kelius  [27].  FLIM  matavimams  yra 
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FLIM atvaizdas liposomoje [4]



siekiama  rasti  tokių  jutiklių,  kurie  turėtų  monoeksponentinį  gesimą,  kadangi  tai 

supaprastina  matavimų  eigą  bei  interpretaciją  [28].  Taip  pat,  kadangi  yra  atliekamas 

gyvavimo trukmės ir pasirinkto dydžio kalibravimas, t. y. sudaroma kalibracinė kreivė, yra 

siekiama,  kad  jutiklio  gyvavimo trukmė priklausytų  tik  nuo  norimo fizikinio  dydžio.  Dėl 

ląstelės nehomogeniškumo galima susidurti  su rezultatų  interpretacijos  problema:  nėra 

aišku, ar gyvavimo trukmė yra pasikeitusi dėl vieno, ar dėl kito fizikinio dydžio [29].

1.2.2. BODIPY molekuliniai jutikliai

Molekulinių jutiklių struktūra gali būti labai įvairi, tačiau viena iš plačiau naudojamų 

klasių  yra  paremta  borodipirometeno  (BODIPY)  karkasu  (žr.  3 pav.).  Šie  junginiai  yra 

naudojami ir kaip dažai, ir kaip jutikliai. Platus BODIPY taikymas yra paremtas aukšta šių 

junginių kvantine išeiga, dideliu ekstincijos koeficientu, aukštu cheminiu, šiluminiu bei foto 

stabilumu bei nesudėtingo cheminės struktūros modifikavimo galimybėmis [30–32].

BODIPY jutikliai  priklausomai  nuo  cheminės  struktūros  gali  matuoti  temperatūrą, 

poliškumą bei klampą [29]. Klampa yra labai svarbus ląstelių bei organelių fizikinis dydis, 

kadangi nuo jo priklauso biocheminių reakcijų greitis, difuzijos koeficientas, kuris nulemia 

medžiagų  pernašos  spartą  mikroskopiniame  lygmenyje.  Pakitusi  ląstelės  klampa  yra 

aptinkama:  vėžinėse  ląstelėse  [33],  Alzheimerio  liga  [34] bei  diabetu  [35] sergančių 
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3 pav. BODIPY-C12 klampos jutiklio molekulinė struktūra (žaliu 
kontūru pažymėtas BODIPY karkasas, raudonu – besisukančioji dalis, 

mėlynu – inkaras; rodyklėmis pažymėtos karkaso padėtys)



asmenų ląstelių membranose. Vėžio gydymas yra sudėtingas, kadangi vėžinės ląstelės 

yra panašios į sveikas ir jas atskirti gydant nėra paprasta. Klampos pasikeitimo analizė 

ląstelėse naudojant  BODIPY klampos jutiklius  gali  pagelbėti  kuriant  naujus vaistus bei 

aiškinantis vėžio sukeltus biocheminius pasikeitimus.

BODIPY klampos jutikliai turi dvi molekulės dalis, kurių padėtis viena kitos atžvilgiu 

pasikeičia  vykstant  sužadinimui  arba  relaksacijai.  Todėl  kiekvienas  BODIPY  klampos 

jutiklis yra taip pat vadinamas molekuliniu rotoriumi. BODIPY karkasą yra įprasta laikyti 

stacionariu, o fenilo žiedą mezo padėtyje – judančia grupe (žr. 3 pav.). Tiek fenilo žiedas, 

tiek BODIPY karkasas pagal poreikį gali būti modifikuoti įvairiomis funkcinėmis grupėmis. 

Sužadintoje  būsenoje  vyksta  relaksacijos  kelių  konkurencija  tarp  spindulinio  ir 

nespindulinio  gesimo.  Spindulinės  relaksacijos  gyvavimo  trukmę  aprašo  Einšteino 

koeficientai,  o  nespindulinės  –  potencinis  barjeras  tarp  sužadintų  S1,m ir  S1,r būsenų

(žr.  4 pav.), kurios vadinamos atitinkamai metastabilia ir relaksuota būsenomis  [36]. S1,m 

yra pasiekiama sužadinant BODIPY molekulę su fenilo žiedu iš pagrindinės būsenos (S0). 

S1,r gali būti pasiekta tik per potencinį barjerą iš S1,m. Netoli S1,r būsenos yra S1 potencinės 

energijos  paviršiaus (angl.  potential  energy surface – PES) sankirta  su  S0 PES,  todėl 

pasiekus S1,r įvyksta greita nespindulinė relaksacija atgal į  pagrindinę būseną. Jei PES 

sankirta  yra  aukščiau  negu  S1,r [26],  tai  fluorescencija  bus  bieksponentinė,  nes  vysta 

spindulinė relaksacija tiek iš S1,m, tiek iš S1,r. Barjeras tarp S1,r ir S1,m atsiranda dėl to, kad 

BODIPY judančios dalies sukimasis nėra laisvas – jis yra steriškai suvaržytas vandenilių ar 
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4 pav. Principinė BODIPY klampos jutiklio veikimo schema 
(paryškintomis raidėmis pažymėti paviršiai)



kitokių grupių β' padėtyse (žr. 3 pav.). Barjero aukštį taip pat lemia aplinkos klampa: kuo ji 

yra  didesnė,  tuo  fenilo  žiedui  yra  sunkiau  suktis  ir  dėl  to  barjeras  padidėja.  Esant 

padidėjusiam barjerui pasikeičia nespindulinio gesimo konstanta, kartu ir gyvavimo trukmė. 

Tokiu  būdu  molekuliniu  lygmeniu  yra  matuojama  klampa  naudojant  BODIPY klampos 

jutiklius.

1.3. Fosfolipidinės membranos

1.3.1. Lipidai

Lipidai  yra  plati  biomolekulių  klasė,  kurios  junginiai  yra  aptinkami  visų  rūšių 

organizmuose. Lipidai yra nepolinės molekulės, todėl pasižymi mažu tirpumu vandenyje. 

Lipidai  yra  skirstomi  į  dvi  grupes:  turintys  riebalų  rūgščių  fragmentų  (pvz.,  riebalai, 

fosfolipidai),  ir  neturintys  riebalų  rūgčių  fragmentų  (pvz.,  steroidiniai  junginiai).  Riebalų 

rūgštys – tai tokios karboksirūgštys, kurios aptinkamos gyvuose organizmuose ir turi ilgą 

anglies grandinėlę, gali turėti vieną ar kelias nesočiąsias anglies jungtis. Palmitino sočioji 

rūgštis yra viena plačiausiai sutinkamų gyvūnuose [37], o oleino mononesočioji rūgštis yra 

dažnai aptinkama tiek gyvūnuose, tiek augaluose [38].

Fosfolipidai  yra  vienas iš  pagrindinių  struktūrinių  elementų  sudarant  organeles  ar 

pačios  ląstelės  plazminę  membraną.  Be  fosfolipidų,  į  membranas  taip  pat  įeina 

membraniniai baltymai bei glikolipidai.  Fosfolipidai turi  hidrofilinę galvą, kuri  sudaryta iš 

fosforo  rūgšties  ir  dažnu atveju  glicerolio,  ir  dvi  hidrofobines uodegas,  kurios  gali  būti 

sočiosios  arba  nesočiosios  riebalų  rūgštys.  Prisijungus  prie  galvos  cholino  dariniui 

susidaro fosfatidilcholinas.

1.3.2. Membranų funkcijos

Fosfolipidinės membranos yra neatsiejama ląstelių bei jos viduje esančių organelių 

dalis. Gyvybė negali egzistuoti visiškoje pusiausvyroje su aplinka, nes tada negalėtų vykti 

jokios gyvybei būdingos reakcijos. Membranos skiria aplinką nuo ląstelės citozolio – vidinio 

skysčio. Membranos yra vienintelis kelias tarp ląstelės vidaus ir išorės, todėl per jas yra 

perduodamos visos maistinės medžiagos, šalinami produktai bei vykdomas informacijos 

apsikeitimas su aplinka. Didesnių bei mažiau pralaidžių molekulių pernašai yra naudojami 

membraniniai baltymai bei jonų kanalai.
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1.3.3. Membranų sandara

Fosfolipidinės membranos pagrindinis komponentas yra fosfolipidai. Jie būna įvairių 

ilgių bei nesotumo laipsnių. Dėl savo amfifilinių (polinių ir nepolinių) savybių, fosfolipidai 

išsidėsto dvisluoksniu: nepolinės uodegos nukreiptos į membranos vidų, o polinės galvos į 

išorę.  Toks  išsidėstymas  yra  sąlygotas  aplinkos,  kadangi  tiek  citozolis,  tiek  įprastinė 

tarpląstelinė terpė yra vandeninė, t. y. polinė. Tarpmembraninė terpė su uodegomis turi 

poliškumą, panašų į heksano [39].

Fosfolipidinės  uodegos  turi  didelę  įtaką  membranos  sandarai,  kadangi  uodegos 

nesotumo laipsnis sąlygoja fosfolipidų išsidėstymo tvarkingumą. Sočiosios riebalų rūgštys 

fosfolipiduose, neturėdamos jokių dvigubų jungčių anglies grandinėlėje, gali įgauti pilnai 

tiesiškai išsidėsčiusių atomų konformaciją. Tai leidžia fosfolipidams, pilnai sudarytiems iš 

sočiųjų  riebalų  rūgščių,  tankiai  išsidėstyti  vienas  kito  atžvilgiu.  Tokia  fazė,  kada  visos 

riebalų  rūgščių  uodegos  tolygiai  išsidėsto,  yra  vadinama  geline  arba  So (angl. 

solid-ordered) faze (žr. 5 pav.). Toks nesočiųjų riebalų rūgščių išsidėstymas fosfolipiduose 

yra įmanomas tik esant labai žemai temperatūrai.  Fosfolipidai su nesočiosiomis riebalų 

rūgštimis įprastai yra sutinkami Ld (angl. Liquid-disordered) fazėje. Taip pat egzistuoja ir Lo 

(angl. Liquid-ordered) lipidų fazė, kurioje tarp riebalų rūgščių uodegų įsiterpia cholesterolio 

dariniai, kurie leidžia išlaikyti ląstelės membranos elastingumą bei fosfolipidų išsidėstymo 

tvarkingumą esant aukštesnei temperatūrai.
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Ląstelės membranos būna heterogeninės, t.y. sudarytos iš lipidų, esančių Ld fazėje, ir 

iš lipidų, esančių Lo fazėje. Lo fazės lipidai įeina į lipidų plaustų sandarą, į kuriuos taip pat 

įeina  membraniniai  baltymai  bei  sfingolipidai.  Lipidų  plaustai  dalyvauja  informacijos 

apsikeitimo  su  aplinkinėmis  ląstelėmis  procese  [1] bei  reguliuoja  ląstelės  membranos 

elastingumą (angl. fluidity) [40]. Lipidų plaustų struktūros suardymas užkerta kelią ląstelių 

(įskaitant  vėžinių)  apoptozei  per  signalinių  molekulių  veikimą  [2],  todėl  lipidų  plaustų 

analizė bei tyrimai yra svarbūs gydant vėžinius susirgimus.

1.3.4. Membranos parametrai

Viena iš pagrindinių fosfolipidines membranas aprašančių parametrų yra membranos 

dvisluoksnio storis,  kuris  įprastai  būna 30 – 35 Å.  Nuo šio parametro priklauso įvairių 

medžiagų, praeinančių per pačią lipidinę membraną, pralaidumo sparta [41]. Membranos 

storis  labiausiai  priklauso  nuo  to,  kokia  yra  jos  fazė:  Ld fazėje  membranos  storis  yra 

mažesnis negu So.

Taip  pat  lipidinę  membraną  aprašo  plotas,  tenkantis  vienam  fosfolipidui.  Šio 

parametro skaičiavimai yra nesudėtingi, nes membrana yra laikoma plokščia, kadangi jos 

storis yra daug mažesnis už ląstelės matmenimis. Šis parametras labai priklauso nuo to, 

kokios  yra  fosfolipidų  riebalų  rūgštys  ir  kokia  yra  membranos  fazė.  Fosfolipidinės 

membranos, sudarytos iš nesočiųjų rūgščių, turi didesnį plotą, tenkantį vienam fosfolipidui, 

negu membranos sudarytos iš sočiųjų riebalų rūgščių.

Tūris,  tenkantis  vienam  fosfolipidui,  kinta  priklausomai  nuo  membranos  fazės  ir 

turimų  fosfolipidų  uodegų.  Šis  parametras  yra  ypatingas  tuo,  jog  jį  galima  išmatuoti 

tiksliausiai lyginant su kitais parametrais, aprašančiais fosfolipidinę membraną  [42]. Yra 

pastebėta, jog keičiantis fosfolipidų tūriui labiausiai keičiasi uodegų, o ne galvų tūris [42].

Horizontalioji difuzija – tai lipidinių membranų dinaminis fizikinis dydis, pasireiškiantis 

XY  plokštumoje.  Fosfolipidai,  atliekant  kompiuterinius  skaičiavimus,  yra  nukreipiami  Z 

ašies kryptimi.  Plokštuma,  susidaranti  iš  fosfolipidų galvų,  yra  XY plokštuma.  Difuzijos 

koeficientas priklauso nuo temperatūros ir membranos fazės. Fosfolipidų difuzija Z ašimi 

vykta lėčiau dėl didelio potencinio barjero; kadangi membranos viduje terpė yra nepolinė ir 

persiorientuojant fosfolipidui reiktų pereiti poline galva per nepolinę kitų fosfolipidų uodegų 

aplinką.  Difuzijos  koeficientas  priklauso  nuo  aplinkos  klampos;  todėl  nustačius  jutiklio, 

esančio  lipidinėje  membranoje,  difuzijos  koeficientą  galima kokybiškai  įvertinti  klampos 

12



pasikeitimus keičiantis lipidinės membranos fazei, nes Lo fazės klampa yra didesnė negu 

Ld [3].

1.4. Lipidinių membranų klampos jutikliai

Vienas  plačiausiai  biologiniuose  tyrimuose  naudojamų  klampos  jutiklių  yra 

monoeksponentiniu  gesimu  pasižymintis  BODIPY-C10/12,  kurį  taikant  buvo  sėkmingai 

išmatuota  klampa  mitochondrijose  [43],  liposomose  [44] ir  gyvose  ląstelėse  [45]. 

Liposomos – tai iš amfifilinių lipidų sudarytas dirbtinis sferinis darinys, kuris naudojamas 

vaistų pernašoje bei lipidinių membranų tyrimuose. Matuojant klampą Lo liposomose su 

BODIPY-C12 buvo  pastebėta,  kad  apie  10–15  % fluorescencijos  kinetikos  dedamosios 

nesikeičia keičiantis klampai [3]; tai reiškia, kad dalis BODIPY-C12 klampos nematuoja dėl 

savo pozicijos membranoje, kas yra įmanoma, jei jutiklis lygiagrečiai išsidėsto membranos 

dvisluoksnio sandūroje. Dėl tankesnio fosfolipidų išsidėstymo Lo liposomose taip pat buvo 

nustatytas  žemas  BODIPY-C12 giminingumas,  kas  apsunkintų  lipidų  plaustų  klampos 

matavimus dėl prastos emisijos. Nepaisant plačiai naudojamo BODIPY-C10/12 privalumų, jis 

nėra  tinkamas Lo membranos matavimams ląstelėse,  todėl  yra  ieškoma naujos  kartos 

BODIPY pagrindu  paremtų  jutiklių,  kurie  gebėtų  nesudėtingai  įsiskverbti  į  fosfolipidinę 

membraną.

Olšinova  et al. darbe  [46] buvo buvo atlikti  tyrimai modifikuotam klampos jutikliui, 

BODIPY-C12 su papildomais C12 anglies grandinėlių inkarais. Tokia molekulės struktūra yra 

daug  panašesnė  į  fosfolipidą,  nes  kiekvienas  fosfolipidas  turi  po  dvi  uodegas. 

Eksperimentas  patvirtino  hipotezę:  modifikacija  pagerino  jutiklio  orientavimąsi 

membranoje, tačiau buvo prarastas gebėjimas atskirti Lo ir Ld fazes; todėl šis jutiklis nėra 

tinkamas lipidų plaustų klampos matavimams.

Polita  et  al. savo  darbe  [4] pasitelkė  kitokią  strategiją,  kuri  rėmėsi  fosfolipido 

molekulinės struktūros mimikavimu. Buvo pritaikytas amfifilinis inkaras su sulfo funkcine 

grupe, kuri yra panaši į  fosfatinę grupę savo struktūra bei elektriniu potencialu. Kuriant 

naujos  kartos  jutiklį  taip  pat  svarbu  tinkamoje  vietoje  pritvirtinti  fenil-BODIPY motyvą, 

kitokiu atveju bus gaunamas žymėtas fosfolipidas, kuris nematuos membranos klampos. 

Taip pat karkasas su besisukančia dalimi turi steriškai netrukdyti fosfolipidinės membranos 

savitvarkai.
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Pagal gautus rezultatus, BODIPY-PM (PM – plazminė membrana) klampos jutiklis 

(žr.  6  pav.)  buvo sėkmingai  įsiterpęs į  liposomos Lo fazę;  turi  didelį  jautrumą klampos 

pasikeitimams, tačiau pasireiškia jutiklio bieksponentinis fluorescencijos kinetikos gesimas, 

kas gali reikšti, jog jutiklis matuoja klampą keliose skirtingose membranos vietose. Taip pat 

nėra aišku, ar išmatuotas klampos pasikeitimas yra dėl pasikeitusios fazės, ar dėl skirtingo 

jutiklio išsidėstymo fazėse.

1.5. Molekulių mechanika

Modeliuojant  atomus  ar  molekules  kompiuteriu  yra  be  galo  daug  būdų,  kaip  tai 

galima padaryti. Metodai, kurie puikiai aprašo vienas sistemas, gali būti visiškai netinkami 

kitoms sistemoms. Taip pat pasirenkant metodą reikia atsižvelgti į turimus kompiuterinius 

išteklius, kad kompiuteriniai skaičiavimai netruktų ilgiau negu Visatos amžius. Molekulių 

mechanika  (MM)  –  tai  yra  supaprastintas  molekulių  aprašymo būdas,  kuriame atomai 

aprašomi geometriniais taškais, o ryšiai tarp jų – spyruoklėmis [47]. Toks aprašymas yra 

žymiai paprastesnis negu taikant kvantinę mechaniką (QM), nes nėra suderintinio lauko ir 

daugialypių  integralų  skaičiavimų,  todėl  simuliacijos  yra  spartesnės.  QM  yra  laikoma 

aukšto lygio teorija lyginant su MM. Taip pat galima apskaičiuoti  molekulių koordinačių 

laikinę priklausomybę, kuriai taikant MM vadinama molekulių dinamika (MD).
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1.5.1. Molekulių dinamika

Modeliuojant  molekules  MD metodu  tolydinis  laikas  yra  pakeičiamas  diskrečiuoju 

laiku, kurio žingsnis Δt turi būti mažesnis negu greičiausi procesai sistemoje. Įprastai Δt 

būna nuo 0,5 fs iki 4 fs  [48]. Molekulių poslinkis per Δt yra apskaičiuojamas iš Niutono 

judėjimo lygčių:

d2𝐫 i

 d t2
=

 𝐅i

mi

 , (1)

čia ri – koordinatė, t – laikas, Fi – jėga, mi – masė, i – atomo indeksas. (1) lygties jėgos Fi 

yra apskaičiuojamos pagal energijos potencialo (V) priklausomybę nuo koordinačių:

𝐅i=−
∂V
∂𝐫 i

 . (2)

Atliekant MD skaičiavimus svarbu atsižvelgti  į  aplinkos sąlygas. Įprastai  biologinių 

sistemų eksperimentai  yra atliekami kambario temperatūroje ir  atmosferos slėgyje.  MD 

vakuume negali užtikrinti įprastinių sąlygų, todėl pastovią molekulių temperatūrą užtikrina 

termostatai, o pastovų slėgį – bariostatai. Priklausomai nuo naudojamų pastovių sąlygų 

yra galimi skirtingi termodinaminiai molekulių ansambliai: NVT reiškia, jog yra pastovūs 

molekulių  skaičius,  sistemos  tūris  ir  temperatūra,  NPT –  pastovūs  molekulių  skaičius, 

slėgis ir temperatūra. Bariostatų veikimo principas paremtas simuliacijos dėžės keitimu, o 

termostatų  –  molekulių  kinetinės  energijos  keitimu;  platesni  termostatų  bei  bariostatų 

veikimo principai aprašyti ankstesniame mokslo tiriamajame darbe [49].

1.5.2. Jėgų laukas

Sistemos potencinė energija yra apskaičiuojama iš dviejų dedamųjų: cheminių ryšių ir 

tarpmolekulinės  sąveikos.  Kiekviena  molekulė  turi  optimalius  ryšio  ilgius,  kampus  bei 

dvisienius  kampus.  Todėl  pritaikius  Huko  dėsnį  ir  parinkus  tinkamas  jėgos  konstantas 

galima apskaičiuoti visos molekulės potencinę energiją:

V =∑
a ,b

1
2
kab (rab−rab

(0 ))2 +                             

     ∑
c ,d ,e

1
2
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k ijkl (1+cos (nφijkl−φijkl
(f ) ))+

      ∑
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)
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quqv

4 π ε0ruv ]
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čia  k – jėgos konstanta;  r – atstumas tarp atomų,  θ – kampas tarp atomų, φ – dvisienis 

kampas tarp atomų plokštumų,  n – periodiškumas,  φ(f) – fazės poslinkis,  ε – Lenardo-

Džonso potencialo duobės gylis,  σ – atstumas, ties kuriuo Lenardo-Džonso potencialas 

lygus nuliui, q – atomo krūvis, ε0 – dielektrinė konstanta; indeksai a, b, c, d, e, i, j, k, l žymi 

ryšiais sujungtais atomus, o indeksai  u,  v – visas atomų poras.  (0) nurodo, jog tai yra 

pusiausvirasis  dydis.  Optimali  molekulės  geometrija  yra  eksperimentiškai  nustatoma iš 

Rentgeno spindulių kristalografijos  [50], o jėgų konstantos – iš virpesinių spektrų. Tačiau 

ne  visada  reikalingi  parametrai  yra  prieinami  dėl  išteklių  stokos  ar  dėl  eksperimento 

sudėtingumo, todėl visi trūkstami parametrai yra apskaičiuojami taikant aukštesnio lygio 

QM teorijas. Cheminių ryšių bei tarpmolekulinės sąveikos parametrų visuma yra vadinama 

jėgų lauku (angl. force field). Ryšiais sujungtų atomų skirtingos kombinacijos turi skirtingus 

jėgų lauko parametrus. Ryšiai gali skirtis net ir turint tas pačias atomų kombinacijas dėl 

pasikeitusios hibridizacijos (pvz., sp2 ir sp3 anglis) ir cheminės prigimties, todėl atomai yra 

papildomai suskirstomi į atomų tipus.

Tarpmolekulinė potencinė energija yra apskaičiuojama ją išskaidant į Kulono bei Van 

der  Valso  sąveikas  (3).  Kiekvienas  atomas molekulėje  įgauna dalinį  elektros  krūvį  dėl 

netolygaus  elektronų  tankio  pasiskirstymo  aplink  kiekvieną  atomą.  Yra  daug  metodų, 

kuriais  galima  apskaičiuoti  taškinį  elektros  krūvį  iš  elektrinio  potencialo.  Suvaržyto 

elektrostatinio potencialo (angl. restrained electrostatic potential – RESP) [51,52] derinimo 

(angl. fitting) metodas yra naudojamas daugelyje baltymų [53,54], organinių junginių [55], 

lipidų [56] jėgų laukų. Šis metodas apskaičiuoja pasirinktos molekulės (ar kelių molekulės 

konformacijų)  taškinius elektros krūvius,  kurie atkurtų QM elektrostatinį  lauką.  Pritaikyti 

suvaržymai leidžia priskirti vienodus krūvius chemiškai ekvivalentiems atomams bei geriau 

subalansuoja apsuptų atomų krūvius. Van der Valso tarpmolekulinė sąveika atsiranda tarp 

krūvį turinčių ir neturinčių atomų; elektrinis laukas persiskirsto artėjant atomams link vienas 

kito, todėl dipolis arba susikuria, arba sustiprėja. Dėl šios sąveikos atomai patiria stūmą, 

kai yra arti vienas kito, o trauką, kai yra nutolę. Ši sąveika apytiksliai yra apskaičiuojama 

taikant Lenardo-Džonso (LD) potencialą [48].
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2. Metodika

2.1. Ankstesni darbai

Kiekviena  modeliuojama  sistema  yra  skirtinga,  tačiau  egzistuoja  tų  sistemų 

panašumai. Todėl yra pravartu taikyti jau naudotas literatūroje modeliavimo procedūras dėl 

šių priežasčių: galimybė tiesiogiai  lyginti  rezultatus su kitais darbais ir  patikimumas, jei 

modeliavimo procedūros rezultatas buvo patikrintas eksperimentiškai.  BODIPY karkasą 

turinčių  molekulių  modeliavimas  lipidinėje  membranoje  yra  aprašytas  tik  keliuose 

straipsniuose.

Bacalum et al. darbe [57] buvo tiriama BODIPY molekulinis dažas turintis sulfo grupę 

bei kelias anglies grandinėles, todėl jo struktūra yra panaši į BODIPY-PM. Tyrime buvo 

ieškoma dažo pozicija bei orientavimasis fosfolipidinėje membranoje: taikant BODIPY boro 

atomo masės tankio profilius ir kampą tarp BODIPY karkaso plokštumos ir Z ašies. Tačiau 

buvo naudotas  pasenęs Berger  et  al. lipidų  jėgų laukas  [58],  kuris  netinkamai  aprašo 

gelinę  fazę žemoje  temperatūroje  [59],  todėl  Lo gali  būti  atkuriama netinkamai.  Dažas 

aprašytas Gromos 53a6 jėgų lauku [60].

Pederzoli et al. atliko panašų tyrimą [61], tačiau tirta BODIPY molekulė neturėjo jokių 

inkarų.  Pozicijos  nustatymui  buvo  pritaikytos  pasirinktų  BODIPY  atomų  bei  karkaso 

pasvirimo Z ašies atžvilgiu histogramos ir  lipidinės membranos atomų skaičiaus tankio 

(koncentracijos)  profiliai.  Fosfolipidinė  membrana  buvo  modeliuojama  pritaikius  Slipids 

jėgų lauką [62], o BODIPY jėgų laukas nėra įvardintas, tačiau nurodyta parametrizavimui 

naudota programa Antechamber [63], kurioje numatytasis yra gaff [64] jėgų laukas, todėl 

galima daryti prielaidą, jog būtent jį ir naudojo.

Kuimovos mokslinė grupė tyrė BODIPY-C10 orientavimąsi Ld fazėje pagal paskutinį 

simuliacijos kadrą [44]. Toks pozicijos įvertinimas nėra iki galo informatyvus, kadangi net ir 

esant  pusiausvyrai  jutiklio  pozicija  membranoje  dėl  stochastinių  reiškinių  turi  tam tikrą 

skirstinį.  Taip  pat  darbe  buvo  apskaičiuotas  jutiklio  difuzijos  koeficientas  fosfolipidinėje 

membranoje,  kuris  buvo  palygintas  su  eksperimentu.  Straipsnyje  nepateikti  vidutinio 

kvadratinio poslinkio (angl. mean square displacement – MSD) grafikai, todėl kyla abejonių 

dėl  kai  kurių  difuzijos  koeficientų  įverčių  nepaisant  pakankamai  gero  atitikimo  su 

eksperimentu.  Modeliuojant  membraną  buvo  naudotas  Lipid14 jėgų  laukas  [65], 

pasižymintis dideliu našumu, o BODIPY-C10 buvo naudotas gaff jėgų laukas.
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BODIPY-PM  tyrimo  fosfolipidinėje  membranoje  metodika  remiasi  visais  trimis 

paminėtais darbais, skirtingi aspektai yra pritaikyti pagal poreikį.

2.2. MD programinė ir techninė įranga

Šio darbo tiriamajam objektui pakanka bendros paskirties MD paketo, todėl yra ne 

viena  tinkama  programa.  Modeliavimui  buvo  pasirinktas  Gromacs  2022.3  (analizei 

naudota ir 2023.4 versija) paketas [66] dėl šių priežasčių:

1. Gromacs buvo naudota ankstesniuose mokslo tiriamuosiuose darbuose, todėl jau 

yra susiformavę naudojimosi įgūdžiai.

2. Programa yra pilnai nemokama ir atviro kodo.

3. Intuityvus atomų grupių aprašymas, kuris yra reikalingas temperatūros reguliavimui 

bei analizei.

4. Turi  lipidinei  membranai  tinkamą  bariostatą,  ko  neturi  kitas  populiarus  Amber 

(AmberTools) MD paketas [67].

5. Galimybė naudoti suspaustas  .xtc MD trajektorijas; buvo pastebėta, jog diske jos 

užima apie tris kartus mažiau vietos negu .nc Amber trajektorijos.

MD  buvo  naudotos  kelios  techninės  įrangos  konfigūracijos:  tik  procesoriai  ir 

procesorius + CUDA grafinė plokštė. Vienos NVIDIA RTX 3070 grafinės plokštės našumas 

panašus į kelių superkompiuterio mazgų (4 vnt. Intel Xeon Gold 6130 procesoriai: viso 64 

branduoliai). Sistemos su grafine plokšte kaina yra eile mažesnė.

2.3. Lipidų jėgų laukai

BODIPY-PM klampos jutiklio orientavimosi fosfolipidinėje membranoje tyrimui buvo 

pasirinkti keli lipidų jėgų laukai:

 Lipid14,  nes norima tiesiogiai palyginti  gautus rezultatus su Kuimovos mokslinės 

grupės atliktais skaičiavimais [44].

 Lipid21, nes tai yra naujesnė Lipid14 jėgų lauko versija, kurią rekomenduoja Amber 

MD paketo, kuriame šie laukai yra aprašyti, kūrėjai [67].
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2.4. Lipidinės membranos validavimas

Pasirinkti  lipidų jėgų laukai  originaliai  yra parašyti  Amber,  o  ne Gromacs paketui, 

todėl  yra  reikalingas  lipidinės  membranos  parametrų  validavimas,  norint  įsitikinti,  jog 

Gromacs tinkamai jas modeliuoja. Validavimas taip pat yra svarbus ir dėl to, nes šios dvi 

programos neturi vienodų MD nustatymų ir kai kurie nustatymai buvo pasirinkti kitokie, nei 

naudoti jėgų laukų aprašymui:

 Berendseno  [68] bariostatas pakeistas į  Parinelo-Rahmano  [69] bariostatą,  kuris 

tinkamai  atkuria  stochastinius  periodinės  dėžės  svyravimus  [70].  Dėl  skirtingų 

bariostatų taip pat turėjo būti pakeistas slėgio relaksacijos laikas τp.

 Vandenilių ryšių suvaržymo SHAKE algoritmas pakeistas į LINCS algoritmą, kuris 

yra stabilesnis [48].

 Viena temperatūros reguliavimo grupė yra pakeista į dvi, kas padidina temperatūros 

reguliavimo stabilumą.

Yra daug įvairių fosfolipidų, iš kurių galima sudaryti Ld lipidinę membraną jėgų lauko 

bei  programos  validavimui,  todėl  buvo  pasirinktas  dioleoylfosfocholinas  (DOPC),  kuris 

buvo naudotas Kuimovos mokslinės grupės darbe  [44]. Sukurti  jėgų laukai yra visados 

palyginami  su  eksperimentu  taikant  tam  tikras  simuliacijos  sąlygas.  Taigi,  validacijai 

naudotos  identiškos sąlygos.  Lipid14 sistema surinkta  iš  128 DOPC molekulių  (po 64 

kiekviename sluoksnyje),  4736 vandens  TIP3 [71] modelio molekulių ir  apie 0,15 mol/l 

kalio chlorido aprašyto JC jonų jėgų lauku [72]. Lipid21 sistema sudaryta iš tiek pat DOPC 

molekulių  ir  5120  TIP3 H2O.  Lipid14 sistema  surinkta  naudojant  CHARMM-GUI  [73] 

internetinę  programą,  o  Lipid21 sistema gauta  iš  autorių  sukurto  internetinio  puslapio. 

Sistemos  buvo  optimizuotos  naudojant  minkštuosius  branduolius  [74] ir  įprastinę 

optimizaciją taikant greičiausio nuolydžio algoritmą. Sistemos buvo pakaitintos nuo 0 K iki 

100 K per 5 ps NVT ansamblyje. Pusiausvyros įvedimui sistemos pakaitintos iki 303 K 

pastovios  temperatūros  ir  1  bar  slėgiui  per  100  ps  esant  NPT  ansambliui,  taikyta 

stochastinė  dinamika,  kurios  metu  temperatūra  reguliuojama  naudojant  Landževeno 

termostatą  (susidūrimo  dažnis  γ =  1  ps–1).  NPT  ir  NVT  taikyti  lipidų  sunkiųjų  atomų 

harmoniniai suvaržymai esant 10 kcal mol–1 Å–2 jėgos konstantai. Taip pat validacijai buvo 

varijuoti ir kiti parametrai (žr. 2, 3 priedus). Kiekvienai Lipid14 parametrų kombinacijai buvo 

atlikta po penkias MD simuliacijas po 125 ns, o Lipid21 – po tris MD simuliacijas po 400 

ns. Taikytas 2 fs laiko žingsnis, sistemos termodinamiai rodikliai bei atomų koordinatės 
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nuskaitytos kas 10 ps. Tarpmolekulinės sąveikos aprašymui naudoti Amber paketui kiek 

įmanoma artimesni nustatymai (žr. 1 priedą).

Po  simuliacijos  pirmosios  25  ns  buvo  atmestos  Lipid14 sistemoms,  o  Lipid21 – 

pirmosios 100 ns. Taip yra daroma todėl, kad sistema būtų pasiekusi pusiausvyrą prieš ją 

analizuojant. Validuojant buvo įvertinami šie pagrindiniai lipidinės membranos parametrai:

 Plotas, tenkantis vienam lipidui (AL):

AL=
2Lx L y

nL

 ,     (4)

čia Lx, Ly – sistemos dėžės kraštinių ilgiai, nL – lipidų skaičius.

 Tūris, tenkantis vienam lipidui (VL):

V L=
V D−nH2 OV H2 O

nL

 , (5)

čia  VD –  sistemos  dėžės  tūris,  nH O₂  –  vandens  molekulių  skaičius  solvatuojant 

lipidinę  membraną.  Vienos  vandens  molekulės  tūris  (VH O₂ )  apskaičiuojamas 

padalinant  izotropinės vandens dėžės tūrį  iš  vandens molekulių  skaičiaus (1936 

vnt.)  jas  atskirai  simuliuojant  125  ns  tomis  pačiomis  sąlygomis  kaip  ir  lipidinę 

membraną, pirmąsias 25 ns atmetant pusiausvyros įvedimui.

 Membranos  storis  (DHH)  –  apskaičiuojamas  nustatant  atstumą  tarp  sistemos 

elektrostatinio  potencialo  tankio  profilio  maksimumų.  Potencialas buvo glotnintas 

slenkančiu vidurkiu, kurio lango dydis lygus 3.

Panašus  tyrimas  jau  buvo  atliktas  ankstesniame  mokslo  tiriamajame  darbe  [49], 

tačiau buvo naudotas daug didesnis vandens molekulių skaičius (nesutampa su jėgų lauko 

autoriaus nurodytomis sąlygomis), nenaudoti statistiniai testai ir  Lipid21 sistema nebuvo 

validuota. Norint tiksliau įvertinti, ar Gromacs tinkamai veikia naudojant Amber lipidų jėgų 

laukus, buvo pasitelktas Fišerio F-testas dispersijos įvertinimui:

F=
sx

2

s y
2 ,   (6)

čia F – kriterijaus reikšmė, s – standartinis nuokrypis,  x ir  y – lyginami dydžiai. Taip pat 

buvo  pasitelktas  ir  Studento  t-testas  vidurkio  įvertinimui.  Šio  testo  išraiška  esant 

nereikšmingiems dispersijos skirtumams:

t= x̄ − ȳ
s √ nxn y

nx+ny

 , (7)
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s=
(nx−1 ) sx

2+(n y−1 ) s y
2

nx+n y−2
 ,     (8)

 čia n – matavimų skaičius, o esant reikšmingiems dispersijos skirtumams:

t= x̄ − ȳ

√ sx
2

n y

+
sx

2

n y

 .      (9)

Tūrio,  tenkančio  vienam  lipidui,  skaičiavimų  standartiniam  nuokrypiui  įvertinti 

naudota:

sV L
=√( ∂V L

∂V D
)

2

sV D

2 +( ∂V L

∂V H2 O
)

2

sV H2 O

2  . (10)

Efektyvusis  laisvės  laipsnių  skaičius  (f)  aproksimuotas  pagal  Velčo–Saterfveito  [75] 

formulę:

f =
( sx

2

nx

+
s y

2

n y
)

2

sx
4

nx
2 (nx−1 )

+
sy

4

ny
2 (n y−1 )

 ,    (11)

o matavimų skaičius:

n=f +1 .        (12)

Jei apskaičiuota testo kriterijaus reikšmė mažesnė už kritinę kriterijaus reikšmę, tai 

reiškia, jog su nurodyta klaidos tikimybe (reikšmingumo lygmeniu α = 0,05) nėra pagrindo 

atmesti  nulinę  hipotezę,  kuri  suformuluota  taip:  Gromacs  ir  Amber  vienodai  atkuria 

fosfolipidinės membranos pasirinktą fizikinę savybę.

Pagal gautus rezultatus (žr.  2,  3 priedus), naudojant:  Parinelo-Rahmano bariostatą 

(τp = 10 ps), literatūroje naudotą simuliacijos dėžės keitimo būdą ir LINCS ketvirtos eilės 

suvaržymo algoritmą, gaunami  DHH ir  AL artimiausi (t. y. statistinis skirtumas mažiausias) 

lyginant  su vertėmis gautomis lipidų jėgų laukų straipsniuose.  Įdomu tai,  jog originaliai 

naudotas  Berendseno bariostatas  nepasižymėjo  kaip  geriausiai  atkuriantis  membranos 

parametrus. Taip pat buvo pastebėta, jog nei vienas simuliacijos parametrų bei nustatymų 

rinkinys nesugebėjo atkurti  VL, t. y. visur gaunami rezultatai, kurie statistiškai skiriasi. Tai 

parodo,  jog  tarp  Gromacs  ir  Amber  MD algoritmų  egzistuoja  skirtumai,  kurie  nulemia 

nedidelius  kai  kurių  membranos  parametrų  įverčių  pokyčius.  Nepaisant  statistiškai 

reikšmingų  VL skirtumų, procentiškai  jie yra nedideli,  todėl  Gromacs galima naudoti  su 

Amber lipidų jėgų laukais.

21



Šio tyrimo metu buvo pastebėta,  jog naudojant  anizotropinį  dėžės dydžio keitimo 

būdą  su  Parinelo-Rahmano bariostatu  gali  stipriai  pakeisti  sistemos  dėžės  matmenys. 

Įprastai tai nesukelia problemų, jei pasikeitimai nėra dideli, tačiau kartais kai kurios MD 

trajektorijos  pasiekdavo  tokius  mažus  dėžės  matmenis,  jog  gali  pasireikšti  nefizikinės 

sąveikos.  Tokių  pasikeitimų  priežastis  yra  Parinelo-Rahmano  bariostato  stochastinės 

savybės.  Norint  to  išvengti,  rekomenduojama  naudoti  pusiauizotropinį  dėžės  dydžio 

keitimo būdą. Tyrimo metu netinkamos MD trajektorijos buvo paleistos iš naujo.

2.5. BODIPY jėgų laukai

2.5.1. gaff ir gaff2 jėgų laukai

Kuimovos mokslinės grupės darbe naudotas gaff jėgų laukas [64] BODIPY molekulės 

aprašymui  [44],  tačiau jau yra sukurta naujesnė jėgų lauko versija –  gaff2 [55].  Norint 

išsiaiškinti,  kuris  jėgų  laukas  tinkamiau  aprašo  BODIPY-PM molekulę,  buvo  nuspręsta 

palyginti supaprastintos BODIPY molekulės (žr.  7 pav.) optimalią geometriją apskaičiuotą 

MM ir QM metodais.

Molekulės krūvių apskaičiavimui pirmiausiai buvo rasti  visi konformerai (iš viso 2), 

kurių geometrijos optimizuotos vakuume taikant HF/6-31G* lygio kvantinę teoriją. RESP 
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krūviai konformerams buvo apskaičiuoti taikant R.E.D. internetinį serverį [76]. Visiems QM 

skaičiavimams naudota Gaussian 16 rev. C.01 programa [77]. Molekulės atomų tipai buvo 

priskirti naudojant Antechamber [63], tačiau programa nurodė, jog galimai kai kurie atomų 

tipai  yra  priskirti  netinkamai,  todėl  turėjo  būti  atliktas  parinktų  atomų  tipų  tinkamumo 

tyrimas.

2.5.2. Atomų tipų parinkimas

Pirmiausiai  buvo klausimas dėl  C5 atomo tipo (žr. 7 pav.),  kadangi  nėra aišku ar 

centrinis žiedas su boro atomu yra aromatinis. Hiukelio aromatiškumo taisyklė teigia, kad 

žiede  bus  aromatinė  sistema  tada,  jei  žiedas  bus  sudarytas  iš  4n +  2  π elektronų 

išsidėsčiusių aplink kiekvieną žiedo atomą; pagal šią taisyklę BODIPY karkaso centrinis 

žiedas  nėra  aromatinis.  Kadangi  Hiukelio  taisyklė  yra  supaprastinimas,  todėl  buvo 

pasitelkti papildomi įrankiai aromatiškumo patikrinimui taikant Kores et al. [78] metodiką su 

Multiwfn 3.8 programa [79]. Priede 3 yra pateikti įvairūs aromatiškumo įvertinimo indeksai 

bei kriterijai, pagal kuriuos BODIPY centrinis žiedas su boro atomu nėra aromatinis, ką ir 

teigia Hiukelio taisyklė. Kadangi C5 nepriklauso aromatinei sistemai, jis gali turėti tik kelis 

atomų tipus (žr. priedą 5).

Toliau  klausimas  kyla  dėl  BODIPY  karkaso  žiede  esančių  atomų  tipų  ir  jų 

išsidėstymo.  Iš  pirmo  žvilgsnio  gali  atrodyti,  jog  atomų  tipai  turėtų  sutapti  su  pirolo 

molekulės atomų tipais, tačiau atlikus natūraliųjų ryšių orbitalių (angl. natural bond orbital – 

NBO)  analizę  su  Gaussian  16  buvo pastebėta,  jog  BODIPY molekulėje  dvigubų ryšių 

išsidėstymas šoniniuose žieduose yra pasisukęs 120° lyginant su pirolu (žr. 8 pav.). Todėl 

patikrinti keli įmanomi atomų tipų išsidėstymai BODIPY šoniniuose žieduose (žr. priedą 5).
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2.5.3. Geometrijos lyginimas

Simuliuojant molekules,  jų geometrijos yra užrašomos arba Dekarto koordinatėse, 

arba  vidinėse  koordinatėse.  Kelių  molekulių  Dekarto  koordinačių  lyginimas  yra 

beprasmiškas,  kadangi  egzistuoja  6  laisvės  laipsniai  (3  poslinkio,  3  sukimo).  Vidinės 

koordinatės  taip  pat  netinka  kelių  molekulių  geometrijų  lyginimui,  kadangi  ryšių  ilgių, 

kampų  ir  dvisienių  kampų  pasikeitimai  priklauso  nuo  to,  kaip  yra  užrašomos  vidinės 

koordinatės. Todėl yra reikalingas nedviprasmiškas molekulių geometrijos lyginimo būdas. 

Buvo nuspręsta lyginti visus chemiškai sujungtų ryšių: ilgius, kampus ir dvisienių kampus. 

Gaunamų  dydžių  yra  daug  daugiau  negu  Dekarto  ar  vidinėse  koordinatėse,  tačiau 

gaunamas užrašymas yra vienareikšmiškas žiūrint iš cheminės pusės. Lyginant molekules 

yra  apskaičiuojamas  absoliutus  ir  kvadratinis  pasirinkto  dydžio  nuokrypis.  Atitinkamo 

parametro (ilgio, kampo ar dvisienio kampo) nuokrypiai yra susumuojami, taip gaunamas 

bendras skirtumo įvertinimas tarp kelių molekulių. Apskaičiuojant dvisienio kampo nuokrypį 

taikyta periodiškumo sąlyga turint omeny jog 180° ir –180° dvisienis kampas atitinka tą 

pačią geometriją.

Molekulės geometrinės struktūros atskaitos taškas buvo pasirinktas BODIPY-NMe2 

mažiausios  energijos  konformero  optimali  geometrija  apskaičiuota  vakuume  taikant 

MP2/6-31* teoriją ir funkcijų bazę. Iš Antechamber gauti atomų tipai buvo pakeisti pagal 

poreikį  ir  trūkstami  jėgų  lauko  parametrai  buvo  sugeneruoti  naudojant  parmchk2 

paprogramę gaff ir  gaff2 jėgų laukams. Kadangi šie jėgų laukai savyje neturi boro atomų 

parametrų, tai paramchk2 pagal vidinius algoritmus nustato borui artimiausią atomų tipą, 

kuris atitinka sp2 anglį.  Buvo pakeisti  boro Lenardo-Džonso parametrai  į  apskaičiuotus 

literatūroje [80].

Keičiant  jėgų  laukus  ir  atomų  tipus  gautos  skirtingos  sistemos,  kurios  buvo 

optimizuotos.  Optimalios  MM  geometrijos  palygintos  su  QM  pagrindinės  būsenos 

geometrija. Iš gautų rezultatų (žr. priedą  5) pirmiausiai yra matyti, jog  gaff2 jėgų laukas 

nepatenkinamai aprašo BODIPY-NMe2 molekulę, nes karkaso ir fenilo žiedo ašys nebe 

sutampa,  arba  karkasas  yra  persikreipęs.  Nepaisant  to,  jog  gaff2 jėgų  laukas  yra 

naujesnis, gaff jėgų laukas daug geriau aprašo BODIPY-NMe2 molekulę. Nepriklausomai 

nuo atomų tipų kombinacijos, karkasas išlieka apytiksliai vienoje plokštumoje, išlaikomas 

tinkamas fenilo žiedo orientavimasis karkaso atžvilgiu. Mažiausius nuokrypius turi atomų 

tipai  parinkti  pagal  NBO  analizę,  o  ne  pirolą.  Šio  atomų  tipų  rinkinys  naudotas 

tolimesniame jutiklio orientavimosi fosfolipidinėje membranoje tyrime.
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Geometrijos nuokrypis, lyginant tarp MM ir QM geometrijų, yra pakankamai didelis 

net  ir  geriausiam  atomų  tipų  rinkiniui.  Šią  problema  galima  išspręsti  tik  iš  naujo 

parametrizuojant gaff jėgų lauko pasirinktus parametrus, kas aktualu borui ir C5. Šio darbo 

metu  buvo  bandoma  iš  naujo  parametrizuoti  pasirinktus  parametrus  taikant  paramfit 

paprogramę  iš  Antechamber,  tačiau  nesėkmingai.  To  priežastis  yra  BODIPY 

daugiacikliškumas, kuris neleidžia izoliuoti norimo parametro apskaičiuojant PES. Keičiant 

kurį  nors  dydį  (kampą,  ilgį  ar  dvisienį  kampą)  keičiasi  daugelis  kitų  parametrų  dėl 

suvaržytos sistemos, todėl tai nėra trivialus uždavinys. Nepaisant to, jog geometrija yra 

netobula, ji  yra patenkinama, nes tiriant jutiklio orientavimąsi lipidinėje membranoje yra 

svarbesnės tarpmolekulinės sąveikos.

2.6. Sistemų paruošimas

Tyrimui buvo nuspręsta modeliuoti tris sistemas:

 Ld fazę taikant Lipid14, sudarytą iš 128 vnt. DOPC, 4736 vnt. H2O.

 Ld fazę taikant Lipid21, sudarytą iš 128 vnt. DOPC, 5120 vnt. H2O.

 Lo fazę  taikant  Lipid21,  sudarytą  iš  60  vnt.  DOPC,  60  vnt.  DPPC,  12  vnt. 

cholesterolio ir 5280 vnt. H2O.

Kiekviena sistema papildomai turi po vieną BODIPY-PM jutiklio molekulę ir apie 0,15 mol/l 

kalio chlorido druskos vandeninėje terpėje.

Iš Ld Lipid14 sistemos gaunamas difuzijos koeficientas leidžia jį lyginti su rezultatais, 

aprašytais Kuimovos mokslinės grupės straipsnyje  [44]. Visos sistemos leidžia palyginti 

difuzijos koeficientą ir jutiklio orientavimąsi tarpusavyje.

2.6.1. Jutiklio jėgų laukas: Lipid14 sistema

BODIPY-PM  ryšių  parametrai  aprašyti  naudojant  gaff jėgų  lauką  ir  atomų  tipus, 

nustatytus  2.5 skyriuje.  Sugeneruotame  jėgų  lauke  boro  atomo  Lenardo-Džonso 

parametrai nebuvo pakeisti. Krūvių radimui pasirinktas vienas BODIPY-PM konformeras 

taip kaip  [44] straipsnyje, tačiau su pridėtu kalio atomu prie sulfo grupės. Kalio atomas 

reikalingas  tam,  kad  optimizuojant  geometriją  inkaras  su  sulfo  grupe  nesusisuktų  ir 

išlaikytų pradinę konformaciją. Po optimizacijos kalio atomas pašalintas. Optimizacijai ir 

krūvių radimui naudota Gaussian 16 su HF/6-31G* QM teorija. Daliniai RESP krūviai rasti 

naudojant Antechamber programą.
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2.6.2. Jutiklio jėgų laukas: Lipid21 sistemos

BODIPY-PM  ryšių  parametrai  aprašyti  naudojant  gaff jėgų  lauką  ir  atomų  tipus 

nustatytus  2.5 skyriuje.  Sugeneruotame  jėgų  lauke  boro  atomo  Lenardo-Džonso 

parametrai  buvo pakeisti  į  randamus literatūroje  [80] tam,  kad būtų  geriau atkuriamos 

tarpmolekulinė sąveika. Tikslūs daliniai krūviai yra labai svarbūs aprašant tarpmolekulinę 

sąveiką, todėl yra reikalinga RESP krūvių radimo procedūra didesniam konformerų kiekiui.

Parametrizuojant  Lipid14 jėgų  lauką buvo pasirinktas  tam tikras  kiekis  fosfolipido 

grandinėlių, kurioms buvo rasti bendri daliniai krūviai neatlikus optimizacijos. BODIPY-PM 

inkaro  krūvių  radimui  buvo  pasirinkti  50  atsitiktinių  grandinėlių  konformerų  iš  Lipid21 

autorių  pasidalinto  dilaurofosfocholino  (DLPC)  MD simuliacijos.  Grandinėlių  molekulinė 

struktūra buvo modifikuota taip, kad atitiktų BODIPY-PM inkarą, ir kalio jonai buvo pridėti 

prie sulfo grupės. Kadangi dalis anglies grandinėlių konformerų yra susisukusios taip, jog 

gali  vykti  papildoma  sąveika  su  BODIPY  molekule,  todėl  ji  buvo  pakeista  pakaitine 

mažesne grupe (angl. capping) pagal Lipid11 [81] naudotą procedūra (žr. 9 pav.). 
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9 pav. Pakaitinių funkcinių grupių naudojimo schema apskaičiuojant skirtingų 
BODIPY-PM molekulės fragmentų RESP dalinius krūvius



Suvaržant dvisienius kampus buvo atlikta dalies inkaro su sulfo grupe optimizacija, o 

alifatinė dalis buvo pilnai  suvaržyta.  Toks sprendimas buvo priimtas todėl,  kad keičiant 

molekulinę struktūrą iš DLPC į BODIPY-PM inkaro yra susiduriama su specifiniais ryšių bei 

kampų pasikeitimais. Optimizacija pirmiausiai buvo atlikta taikant pusempirinį metodą PM6 

ir  vėliau ir  HF/6-31G*.  Po optimizacijos  kalio  atomas pašalintas.  Bendri  daliniai  RESP 

krūviai  visiems grandinėlės  konformerams rasti  naudojant  R.E.D.  programą,  suvaržant 

mažesnės grupės krūvį bei ją pašalinant (žr. 9 pav.). Panaši procedūra naudota ir BODIPY 

fragmentui; iš viso naudoti du konformerai RESP krūvių radimui, kurio metu mažesnioji 

grupė  buvo  pašalinta.  Norint  padidinti  gaunamų  krūvių  tikslumą,  krūvių  suvaržymas 

mažesnei grupei nebuvo lygus nuliui. Optimizacijai ir krūvių radimui naudota Gaussian 16 

su HF/6-31G* QM teorija.

2.6.3. Sistemos surinkimas

Lipidinės sistemos buvo surinktos naudojant CHARMM-GUI aplikaciją,  išskyrus Ld 

Lipid21 sistemą, kurios pradinė struktūra buvo paimta iš šio jėgų lauko autorių internetinio 

puslapio. Trūkstami kalio chlorido jonų kiekiai buvo pridėti rankiniu būdu, o BODIPY-PM 

jutiklis  buvo  orientuotas  lipidinėje  membranoje  naudojant  Chimera  programą  [82]. 

Primityvus  jutiklio  inkorporavimas  lipidinėje  membranoje  sukuria  ryšių  bei  atomų 

persidengimus, kurie yra panaikinami geometrijos optimizacijos metu taikant minkštuosius 

branduolius.  Iš  viso  buvo  surinktos  5  skirtingos  pradinės  sąlygos  kiekvienai  sistemai, 

kuriose BODIPY-PM jutiklis orientuotas taip:

a Statmenai Z ašiai membranos centre (žr. 10 pav.).

b Lygiagrečiai Z ašiai membranos centre.

c Lygiagrečiai Z ašiai membranos paviršiuje, tačiau uodega patalpinta vandenyje.

d Lygiagrečiai  Z  ašiai  membranos paviršiuje,  tačiau BODIPY karkasas patalpintas 

vandenyje.

e Visa BODIPY-PM molekulė patalpinta vandenyje.

Toks pasirinkimas leidžia įvertinti, ar jutiklis orientuojasi membranoje nepriklausomai 

nuo pradinių sąlygų, ir ar egzistuoja lokalios termodinaminės metastabilios būsenos. Tiesa, 

norint  nuodugniau  ištirti  tokių  būsenų  egzistavimą  reiktų  surinkti  daugiau  sistemų  su 

skirtingomis pradinėmis sąlygomis.
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Surinkus sistemą buvo sukurti Amber paketo koordinačių bei topologijos failai, kurie 

buvo konvertuoti į  Gromacs atitinkamus failus naudojant  parmed Python 3 biblioteką iš 

AmberTools paketo.

2.7. MD ir analizė

Paruošus  sistemas,  pirmiausiai  buvo  atlikta  sistemos  optimizacija  taikant  minkštuosius 

branduolius, o vėliau ir įprastinė optimizacija; sudaryti NVT ir NPT ansambliai. Atliekant 

MD buvo taikomos identiškos sąlygos bei optimalūs parametrai rasti lipidinės membranos 

validavimo metu, išskyrus temperatūrą bei simuliacijos laiką. Jutiklio orientavimosi tyrime 

kiekviena simuliacija buvo paleista po 150 ns; Ld fazės temperatūra 303 K, o Lo fazės – 

293 K.  Jutiklio  difuzijos  koeficiento  skaičiavimams  simuliacijos  laikas  buvo  pratęstas 

papildomomis 300 ns (iš viso 450 ns) toms sistemoms, kurios turėjo  a pradinę sąlygą; 

nepriklausomai nuo membranos fazės, buvo nustatyta 293 K temperatūra.

2.7.1. Jutiklio orientavimasis

Kiekvienos sistemos simuliacijos analizei pirmosios 50 ns buvo atmestos, tuo metu 

jutiklis  pasiekė  tam  tikrą  pusiausvyrinę  būseną.  Jutiklio  orientavimuisi  nustatyti  buvo 

apskaičiuotos jutiklio sieros (žym. S), boro (žym. B), fenilo anglies (šalia amidinės grupės) 
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10 pav. Įterpto jutiklio į membraną pradinės sąlygos 
(a) pavyzdys



(žym. Cr) ir alifatinės grandinėlės paskutinio anglies (žym. Cu) (žr. 11 pav.) atomų atstumai 

nuo lipidinės membranos masės centro.

Atstumų kitimas nuo laiko pateiktas grafike (žr. priedus 6 – 8), o atstumų skirstinys 

analizuojamame  laiko  ruože  –  histogramoje  (žr.  priedus  9  –  11).  Buvo  apskaičiuotos 

histogramų medianos bei interkvartiliniai intervalai (angl. interquartile range – IQR), kurie 

parodo atstumą tarp pirmo ir trečio kvartilių; tai yra vienas iš dispersijos įvertinimo būdų. 

Neparametrinė statistika buvo pasirinkta dėl dviejų priežasčių: kai kurie atstumų skirstiniai 

akivaizdžiai  nėra  normalieji  ir  apskaičiuoti  ilgiai  yra  autokoreliuoti,  kas  neleidžia  taikyti 

parametrinės  statistikos,  kadangi  negalioja  centrinė  ribinė  teorema  ir  standartinio 

nuokrypio įprastinis apskaičiavimas nėra galimas.

Nustatant jutiklio poziciją lipido membranos atžvilgiu buvo apskaičiuoti ir membranos 

lipidų kai  kurių atomų skaičiaus tankiai  (koncentracijos):  karbonilų (žym. COO),  fosfatų 

(žym.  PO4),  paskutinio  uodegų  anglies  ir  jo  vandenilių  (žym.  CH3)  ir  Lo fazei  visų 

cholesterolio (žym. chol) atomų.
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11 pav. Orientavimosi analizei naudotų atomų 
vietos BODIPY-PM molekulėje (pažymėti raudonai)



2.7.2. Difuzijos koeficientas

Difuzijos koeficiento skaičiavimams buvo naudotos paskutinės 200 ns simuliacijos 

(pirmosios 250 ns atmestos) ir sistemos masės centras pakeistas į membranos sluoksnio, 

kuriame  jutiklis  įsitvirtinęs.  Jutiklio  koordinačių  vidutinis  kvadratinis  poslinkis  buvo 

apskaičiuotas kas 10 ps taikant 20 ns langą. Tiesiniam regionui pritaikyta regresija ir rastas 

k tiesės krypties koeficientas, pagal kurį, taikant Einšteino sąryšį (12), buvo rastas jutiklio 

difuzijos koeficientas (D) XY plokštumai:

D=
lim
t→∞

⟨‖𝐫 i ( t )−𝐫i (t )‖2 ⟩
2nt

= k
2n

 ,    (13)

čia  r – koordinatės vektorius,  i  – pasirinkto atomo indeksas,  n – dimensijų skaičius,  t – 

laiko žingsnis. Paklaida randama padalinant MSD tiesės duomenis pusiau ir apskaičiuojant 

skirtingų MSD regionų difuzijos koeficientų skirtumą.
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3. Rezultatai ir jų aptarimas

3.1.1. Jutiklio orientavimasis

Beveik  visoms  pradinėms  sąlygoms  ir  fazėms  po  50  ns  simuliacijos  BODIPY 

karkasas  buvo  stabiliai  įsitvirtinęs  membranos  paviršiuje:  uodega  įsiskverbusi  tarp 

fosfolipidų uodegų,  o  sulfo  grupė – lipidinės membranos paviršiuje. Toks išsidėstymas 

patvirtina,  kad  sulfo  grupė,  dėl  savo  panašumo  į  fosfatinę  grupę,  kartu  su  alifatine 

grandinėle  yra  tinkama  imituojant  fosfolipidą,  ir  kad  papildomas  balastas  (BODIPY 

karkasas)  netrukdo įsitvirtinimui  į  membraną.  Toks stabilizavimasis nėra būdingas  e Lo 

sistemai (pradinės sąlygos – jutiklis  pilnai  yra vandenyje)  net  ir  po 150 ns;  jutiklis  dėl 

tankesnės  Lo fazės  nesugebėjo  savaime  prasiskverbti  į  lipidinę  membraną.  Į  Ld fazę, 

nepriklausomai nuo jėgų lauko, iš vandens fazės jutiklis įsitvirtino tik per 30 ns. Tai parodo, 

kad jutiklio įsitvirtinimo membranoje proceso aktyvacijos energija yra daug didesnė Lo fazei 

negu Ld, tačiau įsitvirtinus sistema yra termodinamiškai stabili.

1 Lentelė.  Atomų pozicijų bei membranos atomų grupių atstumai nuo membranos 

centro (sudaryta pagal atomų atstumo histogramas ir atomų skaičiaus tankio profilius (žr. 

priedus 9, 10, 11))

Nagrinėjant  jutiklio  atomų  atstumo,  nuo  lipidinės  membranos  masės  centro, 

priklausomybę nuo laiko (žr.  priedus 6, 7,  8) galima pastebėti,  jog atomų išsidėstymas 

išlieka pastovus su tam tikru triukšmu. Grafikuose P6.1, P6.2, P7.1, P7.5, P8.1, P8.3 yra 

31



matomi  kelių  nanosekundžių  Cu atomo nestabilumai,  kada jo  atstumas iki  membranos 

centro tampa vienodas ar net dar didesnis negu B atomo; šie intarpai atitinka susisukusio 

BODIPY-PM konformacijas.

Esminis skirtumas tarp laikinių priklausomybių yra matomas P8.3 ir P8.4 lyginant su 

kitomis: B ir Cr atomai stabiliai išsidėsto didesniu atstumu vienas nuo kito Z ašies atžvilgiu 

(neskaitant  triukšmo),  o  tai  reiškia,  kad  BODIPY  karkasas  yra  stabiliai  pasviręs  link 

membranos centro. Kitose sistemose (Ld ir Lo) BODIPY ašis gali būti pasvirusi į abi puses 

(žr. 12 pav.).  Kampas skaičiuojamas tarp BODIPY ašies ir  membranos plokštumos. Po 

130 ns a Lipid21 simuliacijos BODIPY karkaso ašis buvo pasvirusi 26,8° link membranos 

centro,  o  po  150  ns  –  47,3°  link  vandeninės  terpės.  Būsena,  kurios  metu  BODIPY 

karkasas  nukreiptas  į  vandeninę  terpę  egzistuoja  nuo  kelių  iki  kelių  dešimčių 

nanosekundžių. Pagal 12 pav., BODIPY karkasas A ir B skirtingai sąveikauja su lipidine 

membrana ir vandenine terpe, todėl gali pasikeisti PES keičiantis jutiklio terpei [83].

Būsenos,  kurioje  BODIPY  stabiliai  pasviręs,  egzistavimas  Lo fazėje  siejasi  su 

cholesteroliu: yra matoma tam tikra koreliacija tarp cholesterolio maksimumo (1 lentelė) ir 

Cr pozicijos.  Atidžiau  panagrinėjus  simuliacijos  kadrus  buvo  pastebėta,  jog  visą 

simuliacijos laiką po pusiausvyros įvedimo (50 ns) prie BODIPY-PM inkaro d sistemoje, o c 

sistemoje  ir  prie  pačio  BODIPY  karkaso  buvo  prisijungęs  cholesterolis  (žr. 13  pav.). 
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12 pav. Jutiklio pasvirusios būsenos geometrijos (A – karkasas pasviręs link 
membranos centro, B – karkasas pasviręs link vandeninės terpės)



Atliekant  MD  difuzijos  koeficiento  skaičiavimus,  simuliacijos  pabaigoje  cholesterolis 

galiausiai  atsiskyrė  nuo  BODIPY,  todėl  ši  būsena  tikriausiai  nėra  stabili  ilgesnių  laikų 

masteliu.

Nagrinėjant membranos grupių išsidėstymą (1 lentelė) yra matoma tendencija, kad 

COO ir PO4 grupės yra toliau nuo masės centro esant  Lipid21 jėgų laukui negu  Lipid14 

esant  Ld fazei.  Toks  rezultatas  ir  turėtų  būti,  nes  Lipid14 ir  Lipid21 autorių  atliktuose 

skaičiavimuose  Lipid21 membrana  yra  storesnė.  Taip  pat,  Lo fazės  grupės  yra  toliau 

išsidėsčiusios negu Ld fazės, nes Ld membrana yra storesnė dėl tankesnio horizontalaus 

susispaudimo.  Lyginant  membranos  grupių  išsidėstymą  esant  skirtingoms  pradinėms 

sąlygoms nėra matomi dideli skirtumai, išskyrus cholesterolio molekulę.

Žvelgiant  į  1  lentelę,  B  yra  aptinkamas  statistiškai  dažniau  arčiau  lipidinės 

membranos centro negu Cr. Su  Lipid14 jėgų lauku yra matomas didesnis stabilumas Cu 

atomui tarp skirtingų sistemų lyginant su Lipid21 jėgų lauku. Visoms sistemoms dispersija 

Cu atomui  yra  didžiausia,  kas  yra  logiška,  nes  membranos  CH3 koncentracijos 

pasiskirstymas  yra  labai  platus  (platesnis  tik  cholesterolio).  B  atomo  dispersija  yra 

mažesnė negu Cu, tačiau didesnė už Cr iki 50 %. To priežastis yra BODIPY suvaržymas 
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ties fenilo žiedu, tokiu būdu BODIPY karkasas turi daugiau laisvės judėti, nes jį mažiau 

varžo inkaras.

S dispersija yra mažiausia dėl stiprios Kulono sąveikos su membranos fosfolipidų 

galvomis.  Visais  atvejais  sieros  atomas  yra  arčiau  membranos  masės  centro  negu 

fosfatinė grupė, nes fosfato ir sulfo grupės yra neigiamo krūvio, todėl jos stumia viena kitą. 

Tačiau giliau membranoje yra cholino teigiama grupė, kuri ir traukia sulfo grupę. S ir Cr 

skirtumai  Ld fazėje  tarp  skirtingų  jėgų  laukų  yra  neesminiai,  nes  jie  egzistuoja  dėl 

pasikeitusio  membranos  storio.  Esant  Lo fazei  S  yra  toliausiai  lyginant  su  kitomis 

sistemomis, tačiau Boro atomas yra arčiausiai membranos masės centro. Taip gali būti tik 

tada, jei jutiklis yra suspaudžiamas XY plokštumoje ir tada jis ištįsta Z ašimi. Tai ir vyksta 

su lipidais pereinant iš Ld į  Lo fazę, kada sumažėja plotas tenkantis vienam lipidui  dėl 

tankesnio lipidų išsidėstymo.

3.1.2. Difuzijos koeficientas

Difuzijos koeficientas Kuimova darbo grupės straipsnyje [44] buvo skaičiuotas pagal 

MSD tiesę nuo 2 ns iki 5 ns, tačiau šis regionas  Lipid21 sistemoms nėra tiesinis. Buvo 

pasirinktas alternatyvus intervalas nuo 6 ns iki 12 ns (žr. 12 pav.), kuriame visos sistemos 

turi mažą arba patenkinamą D paklaidą (žr. 2 lentelė).

Lipid14 Ld sistemos difuzijos koeficientas BODIPY-PM molekulei yra labai aukštas. 

Taip gali būti dėl mažesnės tarpmolekulinės sąveikos, tačiau to priežastys nėra aiškios. 

Difuzijos koeficientas apskaičiuotas nuo 6 ns iki 12 ns puikiai koreliuoja pagal molinę masę 

(M) su kitų jutiklių difuzijos koeficientais iš [44] straipsnio (žr. 2 lentelė). Kuo bus didesnė 

molekulės masė, tuo bus mažesnis difuzijos koeficientas.

2  lentelė.  Difuzijos  koeficientas  įvairioms  sistemoms (paryškintais  skaičiais 

pažymėtos  molekulės  ir  atitinkami  rezultatai  iš  [44] straipsnio  palyginimui,  293 K 

temperatūra)
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BODIPY-PM difuzijos  koeficientai  apskaičiuoti  Lipid21 sistemai  yra  daug mažesni 

lyginant su dydžiais literatūroje ir su Lipid14 sistema. To priežastis gali būti tankesnis lipidų 

išsidėstymas, nes Lipid21 turi mažesnį plotą tenkantį vienam lipidui.
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14 pav. BODIPY-PM vidutinio kvadratinio poslinkio priklausomybė nuo laiko 
(juodos linijos žymi tiesinius regionus, naudotus D skaičiavimams)



4. Išvados

1. Dviejų  skirtingų jutiklio  orientacijų  membranos plokštumos atžvilgiu  egzistavimas 

gali  paaiškinti  jutiklio  bieksponentinį  gesimą;  skirtingi  BODIPY pasvirimo kampai 

suvaržo jutiklį nevienodai, todėl gali pasikeisti potencinis energijos paviršius.

2. Lo fazėje BODIPY-PM apskaičiuotas difuzijos koeficientas yra mažesnis negu Ld 

fazėje, todėl galima teigti, jog Lo fazės klampa yra didesnė negu Ld fazės.

3. Klampos  padidėjimą  paaiškina  tvarkingesnė  Lo fazės  membranos  struktūra  ir 

papildoma BODIPY sąveika su cholesterolio molekulėmis.
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Padėka

Darbe  buvo  naudotas  Vilniaus  universiteto  aukšto  našumo  superkompiuteris 

„VU HPC“ Fizikos fakulteto dalyje.
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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-C12 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 jėgų 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 = 1.0 1.0

ref-t = 293 293

pcoupl = Parrinello-Rahman

pcoupltype = semiisotropic

tau-p = 10.0

compressibility = 4.46e-5 4.46e-5

ref-p = 1.0 1.0

constraints = h-bonds

constraint-algorithm = LINCS

continuation = yes
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2 Priedas

P.2  lentelė.  Apskaičiuotų  su  Gromacs  lipidinės  membranos  parametrų  palyginimas  su  Amber  lipidų  jėgų  laukų
literatūra (raudonai paryškintos testo vertės viršijančios kritinę vertę, paryškintu tekstu pažymėti optimalūs nustatymai)
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3 Priedas

P.3  lentelė.  Apskaičiuotų  su  Gromacs  lipidinės  membranos  parametrų  palyginimas  su  Amber  lipidų  jėgų  laukų
literatūra (raudonai paryškintos testo vertės viršijančios kritinę vertę, paryškintu tekstu pažymėti optimalūs nustatymai)
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4 Priedas

P.4 lentelė. Įvairių ciklinių junginių aromatiškumo įvertinimas (skaičiavimams naudota DFT teorija su B3LYP/6-311G++(d,p) funkcionalu 

ir funkcijų baze, trumpinių paaiškinimai pateikti žemiau)

Sutrumpinimų paaiškinimai:

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

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

FLU – aromatinių fliukciacijų indeksas (angl. aromatic fluctuation index)

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

HOMA – harmoninio osciliatoriaus įvertis aromatiškumui (angl. harmonic oscillator measure of aromaticity)
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5 Priedas

P.5 lentelė. BODIPY-NMe2 optimalios geometrijos palyginimas tarp MM ir QM metodų, MM taikant skirtingų atomų tipus bei jėgų 

laukus (trumpinių paaiškinimai pateikti žemiau, paryškinta kombinacija naudota tolimesniame tyrime)

Ryšių ilgiai Kampai Dvisieniai kampai

AD, Å SD, Å² AD, ° SD, (°)² AD, ° SD, (°)²
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

Atomų tipų 
kombinacija

Jėgų 
laukas AD / n, Å SD / n, Å²

Atomų tipų 
kombinacija

Jėgų 
laukas AD / n, ° SD / n, (°)²

Atomų tipų 
kombinacija

Jėgų 
laukas AD / n, ° SD / n, (°)²

Paaiškinimai:
AD – absoliutusis nuokrypis, SD – kvadratinis nuokrypis, n – pasirinkto parametro (ilgių arba kampų arba dvisienių kampų) skaičius 

molekulėje. Atomų tipai sugeneruoti Antechamber nebuvo keisti, išskyrus atomus C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 (žr. numeraciją 7 pav.), kurie 
atitinka šiuos atomų tipus:

A: cd cd cc cc ce cc cc cd cd – atitinka pasukto pirolo molekulės atomų tipus.
B: cd cd cc cc cf cc cc cd cd – atitinka pasukto pirolo molekulės atomų tipus.
C: cc cc cc cd ce cc cc cd cd – originalūs atomų tipai parinkti Antechamber, C5 atomo tipas pakeistas į panašų.
D: cc cc cc cd cf cc cc cd cd – originalūs atomų tipai parinkti Antechamber.
E: cc cd cd cc ce cc cd cd cc – atitinka pirolo molekulės atomų tipus.
F: cc cd cd cc cf cc cd cd cc – atitinka pirolo molekulės atomų tipus.
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6 Priedas

Ld fazės  Lipid14 sistemos  jutiklio  atomų  atstumo  nuo  membranos  masės  centro 

priklausomybė nuo simuliacijos laiko. Skirtingi grafikai atitinka skirtingas pradines sąlygas.

P6.1 pav.

P6.2 pav.
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P6.3 pav.

P6.4 pav.
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P6.5 pav.
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7 Priedas

Ld fazės  Lipid21 sistemos  jutiklio  atomų  atstumo  nuo  membranos  masės  centro 

priklausomybė nuo simuliacijos laiko. Skirtingi grafikai atitinka skirtingas pradines sąlygas.

P7.1 pav.

P7.2 pav.
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P7.3 pav.

P7.4 pav.
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P7.5 pav.
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8 Priedas

Lo fazės  Lipid21 sistemos  jutiklio  atomų  atstumo  nuo  membranos  masės  centro 

priklausomybė nuo simuliacijos laiko. Skirtingi grafikai atitinka skirtingas pradines sąlygas.

P8.1 pav.

P8.2 pav.
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P8.3 pav.

P8.4 pav.
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9 Priedas
Paskutinių 100 ns simuliacijos Ld fazės Lipid14 sistemos jutiklio atomų atstumo nuo 

membranos masės centro histograma, jų medianos (ištisinė linija) bei membranos atomų 
skaičiaus  tankio  (koncentracijos)  profiliai  (brūkšninė  linija).  Skirtingi  grafikai  atitinka 
skirtingas pradines sąlygas.

P9.1 pav.

P9.2 pav.
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P9.3 pav.

P9.4 pav.
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P9.5 pav.
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10 Priedas
Paskutinių 100 ns simuliacijos Ld fazės Lipid21 sistemos jutiklio atomų atstumo nuo 

membranos masės centro histograma, jų medianos (ištisinė linija) bei membranos atomų 
skaičiaus  tankio  (koncentracijos)  profiliai  (brūkšninė  linija).  Skirtingi  grafikai  atitinka 
skirtingas pradines sąlygas.

P10.1 pav.

P10.2 pav.
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P10.3 pav.

P10.4 pav.
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P10.5 pav.
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11 Priedas
Paskutinių 100 ns simuliacijos Lo fazės Lipid21 sistemos jutiklio atomų atstumo nuo 

membranos masės centro histograma, jų medianos (ištisinė linija) bei membranos atomų 
skaičiaus  tankio  (koncentracijos)  profiliai  (brūkšninė  linija).  Skirtingi  grafikai  atitinka 
skirtingas pradines sąlygas.

P11.1 pav.

P11.2 pav.
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P11.3 pav.

P11.4 pav.
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