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1. Imie i nazwisko

Jan Kobierski

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2014 — stopien doktora nauk fizycznych w zakresie biofizyki, nadany przez Uniwersytet Jagielloriski w
Krakowie. Tytut rozprawy doktorskiej: ,Badanie hydratacji polimeréw przewodzacych na bazie

komplekséw DNA-surfaktant”.

2009 - tytut zawodowy magistra fizyki, specjalno$é fizyka medyczna, uzyskany na Uniwersytecie
Jagiellonskim w Krakowie. Tytut pracy magisterskiej: ,,Badania relaksacyjne NMR proceséw utleniania

osocza krwi”.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

2019-obecnie - adiunkt w Zakfadzie Biofizyki Farmaceutycznej U] CM

2017-2019 - asystent z dr w Zaktadzie Biofizyki Farmaceutycznej UJ CM

2016 - staz podoktorski na Uniwersytecie Waterloo w Kanadzie (6 miesiecy)
2014-2016 - asystent z dr w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej UJ CM
2009 - asystent wizytujgcy na Uniwersytecie Waterloo w Kanadzie (2 miesigce)

4. Omowienie osiggniec?

4.1.  Tytuf osiggniecia naukowego
Jako wiodace osiggniecie naukowe przedstawiam jedenascie publikacji tworzacych cykl pt. ,,Analiza
oddziatywan miedzyczasteczkowych zwigzkéw aktywnych biologicznie z wykorzystaniem metod

chemii obliczeniowej jako narzedzi wspierajgcych poszukiwanie i ocene potencjatu terapeutycznego”.

4.2. Publikacje wchodzgce w sktad wiodgcego osiggniecia naukowego

H1. KobierskiJ®
Zastosowanie parametru krytycznego upakowania fizjologicznie aktywnych zwigzkéw w
modelach biologicznych
Farmacja Polska 2022;78:249-62;10.32383/farmpol/152089
(MEiN: 70)

1o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U.z2021r. poz. 478 z pdin. zm.)
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W opisanych w powyzszym cyklu badaniach bytem jedyng osobg wykonujgcg czes¢ obliczeniowa.

4.3.  Wprowadzenie

Uktady zywe sg przedmiotami badan naukowych od setek lat. Nowo powstajgce i nieustannie
rozwijane techniki badawcze wprowadza sie stopniowo do badan uktadéw biologicznych, co przektada
sie na coraz lepsze rozumienie proceséw w nich zachodzacych oraz oddziatywan z elementami
dostarczanymi do takich uktadéw. To z kolei umozliwia opracowywanie lekéw nowych generacji, o

coraz wiekszej skutecznosci i lepszym profilu bezpieczenstwa.

Kluczowe dla zrozumienia proceséw zyciowych zachodzgcych w organizmach zywych byto odkrycie
komarki, co miato miejsce juz w XVIl w. [1]. Jednak dopiero zastosowanie w XX wieku metod fizycznych
do badan nad tg jednostka strukturalng organizméw zywych umozliwito doktadne poznanie jej budowy
oraz praw rzadzacych jej funkcjonowaniem. Dzi$ wiemy, ze wnetrze komadrki otoczone jest btong,
bedacg potprzepuszczalng dwuwarstwa lipidowa i przyjmujemy, ze ma ona charakter ptynnej mozaiki,
w ktdrej zanurzone s3 biatka i weglowodany. Wiedze te nabywano stopniowo. Waznego odkrycia w
1925 roku dokonali Gorter i Grendel [2], ktérzy stwierdzili, Zze monowarstwa utworzona ze sktadnikow
btony komérkowej komérek krwi ma powierzchnie dwa razy wiekszg od powierzchni zewnetrznych
tych komérek, postulujgc tym samym dwuwarstwowg budowe btony sktadajgcej sie z amfifilowych
lipidéw. Wykorzystana przez nich metoda monowarstw Langmuira pozostaje do dzi$ nierozerwalnie
zwigzana z doswiadczalnymi badaniami modeli bton biologicznych i interakcji ich sktadnikow ze
zwigzkami aktywnymi biologicznie. Kolejnym kamieniem milowym w zrozumieniu funkcjonowania
komérki biologicznej byto odkrycie kwasu deoksyrybonukleinowego (ang. deoxyribonucleic acid,
DNA?), a nastepnie stworzenie modelu podwdjnej helisy DNA przez Watsona i Cricka w 1953 r. [3]. Na
tych dwdch elementach organizmoéw zywych: btonach biologicznych oraz DNA, koncentrowaty sie w

ostatnich latach moje zainteresowania naukowe.

2 Wykaz uzytych skrétéw zamieszczony jest na koricu autoreferatu.
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Istnieje wiele przyktadéw metod eksperymentalnych wykorzystywanych w badaniach uktadéw
biologicznych. Wymieni¢ mozna techniki dyfrakcyjne: rentgenografie strukturalng oraz dyfrakcje
neutronowag. Zastosowanie znajdujg techniki spektroskopowe, m. in. magnetyczny rezonans jagdrowy
(ang. nuclear magnetic resonance, NMR), elektronowy rezonans paramagnetyczny (ang. electron
paramagnetic resonance, EPR), spektroskopia fourierowska w podczerwieni (ang. Fourier-transform
infrared spectroscopy, FTIR) i spektroskopia ramanowska. Korzysta sie takze z metod mikroskopowych,
np. mikroskopii sit atomowych (ang. atomic force microscopy, AFM) czy transmisyjnej kriomikroskopii
elektronowej (ang. cryogenic electron microscopy, cryo-EM). Kazda z technik eksperymentalnych
posiada jednak swoje ograniczenia. Mogg one wynika¢ z praw przyrody i dotyczy¢ rozdzielczosci
przestrzennej lub czasowej. Ograniczenia mogg mieé rowniez bardziej prozaiczng nature, zwigzang z
finansowaniem, dostepnosciag aparatury badawczej czy tez brakiem rozwigzan technicznych
odpowiadajgcych potrzebom eksperymentatoréw. W tym miejscu z pomocg przychodzg modele
teoretyczne oraz ich komputerowe implementacje. Od poczatku istnienia komputeréw badacze
probowali je wykorzysta¢ do modelowania zjawisk zachodzacych w przyrodzie [4]. Wyktadniczy wzrost
mocy obliczeniowej komputerdw sprawit, ze mozliwa stata sie implementacja modeli teoretycznych
dotyczacych systemow tak ztozonych jak uktady biologiczne. Dzieki temu komputer zaczat doréwnywac
aparaturze eksperymentalnej pod wzgledem przydatnosci w poznawaniu praw natury. Budowa coraz
wydajniejszych superkomputeréw oraz udostepnianie ich spotecznosci akademickiej do obliczen
klastrowych sprawity, ze metody chemii obliczeniowe] potrafig obecnie da¢ odpowiedzi na pytania

badawcze réwniez tam, gdzie metody eksperymentalne nie przynoszg satysfakcjonujgcych efektow.

Wiasnie metody obliczeniowe, w szczegdlnosci teorie funkcjonatu gestosci (ang. density functional
theory, DFT) oraz dynamike molekularng (ang. molecular dynamics, MD), wykorzystywatem w ramach
mojej pracy naukowej towarzyszgcej omawianemu osiggnieciu naukowemu. Wyniki moich obliczen
kazdorazowo konfrontowane byty z wynikami eksperymentalnymi uzyskiwanymi w ramach
wspotpracy naukowej z Zaktadem Chemii Ogdlnej Uniwersytetu Jagielloiskiego, Zaktadem Fizyki
Nanostruktur i Nanotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego oraz Zaktadem Fizyki Doswiadczalnej
Uktadéw Ztozonych Instytutu Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk. Punktem odniesienia dla
symulacji teoretycznych byly techniki badan zaréwno dwuwymiarowych powierzchni (technika
monowarstw Langmuira, techniki spektroskopowe w podczerwieni oraz mikroskopowe: kata
Brewstera i sit atomowych), jak i prébek objetosciowych (spektroskopia Ramana i w podczerwieni).
Potaczenie metod teoretycznych z technikami eksperymentalnymi jest podejsciem wpisujgcym sie we
wspotczesne naukowe trendy, co nadaje moim badaniom nowatorski charakter. Ponadto prowadzone
przeze mnie badania miaty charakter interdyscyplinarny, faczac zagadnienia obejmujgce oddziatywania

lipidow btonowych i czasteczek biologicznie aktywnych z badaniami procesow istotnych z punktu



widzenia stosowanych i potencjalnych terapii. Rdwniez zagadnienia zwigzane ze sktadnikami bton
biologicznych potraktowatem wielowymiarowo, badajac zaréwno wzajemne oddziatywania lipidéw
btonowych, jak tez ich oddziatywania ze zwigzkami powstajgcymi podczas procesdw patologicznych
lub dostarczanymi do organizmdéw z pozywieniem, ale takie z czgsteczkami o potencjalnym
zastosowaniu jako leki lub substancje pomocnicze. To z kolei przektadato sie na wiedze o
wiasciwosciach fizycznych modelowych bton biologicznych. Wyniki moich badan pokazuja, ze takie
potaczenie podejscia teoretycznego z metodami eksperymentalnymi w znacznym stopniu poszerza
wiedze o oddziatywaniu lekdw na organizmy, procesach chorobowych, czy stosowanej terapii w

modelowych ukfadach biologicznych.

4.4. Metodyka

4.4.1. Teoria funkcjonatu gestosci

Zasadniczym aspektem wielu obliczen kwantowo-chemicznych jest poznanie wartosci energii
rozpatrywanego uktadu czgsteczek, ktérej odpowiadajg wartosci wtasne hamiltonianu w réwnaniu
Schrédingera niezaleznym od czasu w przyblizeniu Borna-Oppenheimera. Znalezienie wartosci
wtasnych wymaga zdefiniowania funkcji W(r), stanowigcej reprezentacje funkcji falowej badanego
uktadu. Funkcjg tg¢ mozna zbudowac z funkcji atomowych y,, centrowanych na jadrach poszczegolnych
atomow budujacych uktad. Komplet funkeji sktadajacych sig na funkcje atomowga y, nazywa sig baza
funkcyjna (ang. basis set). Najczegstszym i dajagcym dobre rezultaty sposobem konstrukcji x,,, jest uzycie
liniowej kombinacji funkcji Gaussa. Takie podejscie wykorzystuje program Gaussian [5], ktérego

uzywatem w swoich badaniach. Zatem:
Xu(r) = Z dyp9p ($pr7)
p

gdzie
gp(G,7) = Cpxnpympzlpe_grz

d,, p jest wspotczynnikiem funkceji prymitywnej g,, dla orbitalu atomowego y,,. Parametr {, znajdujacy
sig w wyktadniku funkcji Gaussa, méwi o dyfuzyjnosci (inaczej rozciggtosci) funkcji. Parametry n,,, m,,
L, w wyktadnikach wspétrzednych przestrzennych x, y, z mowia z kolei o ksztatcie funkcji prymitywnej.
Pozwalajg zatem wymodelowaé odpowiednio orbitale elektronowe (s, p, d, f). Z liniowej kombinacji

funkcji atomowych mozna zbudowac orbitale molekularne:

(»bi = Z Ciu)(u

u



gdzie c;, jest wspotczynnikiem funkceji atomowej x,, dla orbitalu molekularnego ¢;. Ostatecznie, biorac
wyznacznik Slatera skonstruowany z orbitali molekularnych i funkcji spinowych, dostaniemy funkcje
falowg catej czasteczki W(r) [6]. Planujgc obliczenia nalezy zwrdéci¢ uwage na odpowiedni wybdr bazy
funkcyjnej. Duza baza zwiekszy doktadnos¢ obliczen, niestety zwiekszy réwniez czas obliczeniowy.
Wybdr bazy musi by¢ zatem zawsze kompromisem pomiedzy jednym a drugim, przy uwzglednieniu

celéw obliczen. W swoich obliczeniach wykorzystywatem baze 6-311+G(d,p) [7] lub wieksza.

Nastepnym problemem kwantowo-chemicznym jest znalezienie wartos$ci wtasnych hamiltonianu dla
zdefiniowanego réwnania. Klasycznym podejsciem jest metoda Hartree’ego-Focka (HF). Wykorzystuje
ona oméwiong powyzej funkcje falowg oraz operator Focka, na ktéry sktada sie operator energii
kinetycznej oraz operatory oddziatywan: jgdrowo-elektronowego, miedzyelektronowego oraz tzw.
wymiennego (zapewniajgcego warunek antysymetrycznosci funkcji falowej i niemajgcego klasycznego
odpowiednika). Biorgc funkcje probne (zgadujac c;,) mozna iteracyjnie rozwigzaC réwnanie. Za
pomocg tej metody dostaje sie wyniki o ograniczonej doktadnosci. Uzyskane wartosci energii orbitali
obliczane sg bowiem przy zatozeniu usrednionego rozktadu innych elektrondw. Model nie uwzglednia
zatem korelacji elektronowej. Ponadto jest kosztowny z punktu widzenia czasu obliczeniowego. Wady
te zrodzity potrzebe opracowania bardziej doktadnych i nie mniej efektywnych metod, w szczegdlnosci

DFT.

Teoria funkcjonatu gestosci bazuje na twierdzeniu Hohenberga-Kohna, gtoszagcym, ze wtasnosci stanu
podstawowego uktadu mozna okresli¢ na podstawie funkcji rozktadu gestosci elektronowej p tego
uktadu. Gestos¢ elektronowa jest wielkoscia mowigcg o prawdopodobienstwie zaobserwowania

elektronu w punkcie r i jest zwigzana z funkcjami falowymi orbitali molekularnych zaleznoscia:
p() = ) $F(r)
i

W ogdlnosci, funkcjonat gestosci elektronowej ma postac

Epprlp()] =TlpM)] + Vig + J[p(M)] + Egly [p(r)]

gdzie sktadniki odpowiadajg kolejno energii kinetycznej, potencjatowi przyciggania elektronéw przez
jadra oraz kulombowskiemu odpychaniu elektrondw. Ostatni sktadnik, Exy,, nazywany jest cztonem
korelacyjno-wymiennym i uwzglednia pomijang w teorii HF zaleznos¢ ruchu elektronu od chwilowych
potozen pozostatych elektronéw. W czystej postaci nie zawiera on obecnego w réwnaniu Focka

sktadnika wymiennego, dlatego definiuje sie funkcjonaty hybrydowe, dla ktérych:

Elf(l%/bryd [p(r)] = CHFEI;I/F + CDFTEI%A/[P(T)]



State cyr i cppr MOwig jaki udziat w energii majg poszczegdlne sktadniki. W praktyce uzywane
funkcjonaty dzielg dodatkowo wktady energii korelacyjnej Ex i wymiennej E}, na czes¢ zalezng od
lokalnej gestosci elektronowej E'°%al j od pochodnej gestosci elektronowej E9T4€nt  Funkcjonat,

ktérym postugiwatem sie najczgsciej w swoich badaniach, B3LYP, mozna zapisa¢ w postaci:
EB3LYP[p(r)] = 0,2 ElF + 0,8 Elgkal 4 0,72 ESredient | plokal 4 o gq pgradient

Zdefiniowany geometrycznie uktad poddaje sie minimalizacji, to znaczy optymalizacji do lokalnego
minimum. W tym celu zmienia sie wartosci parametréw, az do znalezienia punktu krytycznego, czyli
takiego w ktérym pochodne energii s3 réwne zero. Aby dokona¢ klasyfikacji takiego punktu liczy sie
hesjan, czyli macierz drugich pochodnych energii wzgledem parametréw. Jezeli wszystkie wartosci na
gtéwnej przekatnej zdiagonalizowanego hesjanu sg dodatnie, to w punkcie tym znajduje sie szukane
minimum lokalne. W programie Gaussian domysinym algorytmem minimalizacji jest algorytm
Berny'ego wykorzystujgcy GEDIIS (ang. geometry optimization using energy-represented direct
inversion in the iterative subspace) [8]. Obliczenia tego typu pozwalajg uzyska¢ informacje o

optymalnej geometrii uktadu i energii oddziatywan miedzyczasteczkowych w takiej konformacji.

Metoda supermolekularna

Wielokrotnie w swoich badaniach uzywatem DFT do obliczania energii oddziatywania pomiedzy
dwiema czgsteczkami. Zagadnienie z pozoru jest proste. Mozna wzig¢ energie catkowitg dimeru AB
(zwanego supermolekuta, z bazg ab, na ktorg sktadajg sie funkcje centrowane na jgdrach Ai B) i odjgc

od niej energie izolowanych monomerdéw A i B dla geometrii takiej samej jakg majg w dimerze:

Eoddzia}ywania = E(AB)gp — E(A)q — E(B)p

Kazda niezerowa wartos¢ uzyskana z powyzszej formuty wynika¢ bedzie z oddziatywania miedzy
czgsteczka A i B. Problem pojawia sie podczas obliczania E(A) i E(B), konkretnie przy definiowaniu
bazy funkcyjnej dla izolowanych czasteczek. W dimerze AB, na orbitale czgsteczki A sktadajg sie nie
tylko funkcje centrowane na jadrach A, ale majg réwniez swéj wkfad funkcje centrowane na jadrach
czasteczki B. Definiujgc baze dla izolowanego monomeru A i biorgc wytacznie funkcje centrowane na
jej jadrach (baza a), popetnilibySmy tzw. btgd superpozycji bazy (ang. basis set superposition error,
BSSE) [9]. RAznica energii spowodowana tym btedem jest nieduza wzgledem energii catkowitej, jednak
w przypadku badania niekowalencyjnych oddziatywan, tj. wodorowych czy van der Waalsa, nie moze
by¢ pominieta. Nalezy zatem w rozpatrywanym przyktadzie dla czasteczki A uwzgledni¢ dodatkowo
baze monomeru B, dofgczajac tzw. orbitale duchy. W praktyce realizuje sie to odejmujgc od energii

zdefiniowanej powyzej poprawke wyréwnujacg (ang. counterpoise correction, CP):

Ecp =E(A)ap —E(A)q + E(B)ap — E(B)p



gdzie E(A)4p i E(B)g4p to energie monomerdw A i B obliczone przy petnej bazie ab, ale bez obecnosci

monomerdéw, odpowiednio B i A [10].

Symulacje widm w podczerwieni i ramanowskich

Dla uzyskanego stanu stacjonarnego czasteczki, mozliwe jest obliczenie statych sitowych i wynikajacych
z nich czestotliwosci standw wibracyjnych atomoéw czgsteczki. W tym celu wykorzystuje sie hesjan
energii. Pochodne liczy sie po wspdtrzednych kartezjanskich, a nastepnie przeprowadza macierz do
uktadu wspdtrzednych wazonych masg. Taki hesjan zawiera wartosci statych sitowych. W wyniku
diagonalizacji hesjanu otrzymuje sie jego wartosci i wektory wtasne. Wartosci wiasne sg réowne

czestosciom drgan normalnych, a wektory wtasne opisujg wychylenia we wspétrzednych normalnych.

Intensywnos¢ absorpcji w podczerwieni I'R liczy sie korzystajac z faktu, ze intensywno$¢ ta jest
proporcjonalna do kwadratu zmian elektrycznego momentu dipolowego u wzgledem wspoétrzednej
normalnej g, a ten z kolei jest proporcjonalny do kwadratu pochodnej energii E wzgledem pola

elektrycznego F i potozenia jadra R:

2 2 2
'R « (6_11) e _6 E
dq JROF
Intensywnos¢ rozpraszania Ramana IR jest za to proporcjonalna do kwadratu zmian polaryzowalnosci

a, ktory jest proporcjonalny do kwadratu trzeciej pochodnej energii wzgledem pola elektrycznego i

potozenia jagdra [10]:

dan? [ 9%E \
IR « (—) o
dq OROF?
W praktyce, aby znaleZ¢ intensywno$é rozpraszania Ramana I® wykorzystujac obliczong za pomocy

programu Gaussian aktywno$¢ Ramana AR, nalezy uwzgledni¢ liczbe falowa odpowiadajaca

promieniowaniu wzbudzajgcemu ¥, oraz temperature T':

_ C(@ — 9)*AR
B 7B

IR
gdzie C jest pewng statg, a ¥ jest liczbg falowg odpowiadajgcg drganiu normalnemu. B jest
wspotczynnikiem temperaturowym:

hcv
B=1-e0(-7r)

gdzie h, k, c to odpowiednio stata Plancka, stata Boltzmanna i predkos¢ swiatta w prozni [11].



4.4.2. Kwantowa teoria atomow w czgsteczkach

Na fundamentach podejscia DFT zbudowana jest kolejna teoria — kwantowa teoria atoméw w
czasteczkach (ang. quantum theory of atoms in molecules, QTAIM) [12], zaktadajgca, ze atomy s3
topologicznymi tzw. basenami funkcji gestosci elektronowej p. Ksztatt funkcji gestosci elektronowej
zdeterminowany jest przyciggajacym oddziatywaniem jader atomowych, stad maksima p znajdujg sie
w jadrach atomowych. Atom zajmuje przestrzen ograniczong powierzchnia, dla ktérej spetniony jest

warunek:
Vp(r) -n(r)=0

gdzie n jest wektorem normalnym do powierzchni granicznej. Z punktu widzenia analizy oddziatywan
miedzyatomowych, najbardziej interesujgce sg punkty krytyczne, czyli takie punkty rozpatrywanej

przestrzeni, w ktérych wszystkie pierwsze pochodne sg réwne 0:

_0p . O0p Op
Vp_lax+]6y+kaz_0

W punktach krytycznych mogg znajdowac sie maksima, minima lub punkty siodtowe. By o tym

rozsadzic, liczy sie laplasjan funkcji p:

K K K
Ap = V2p = p p p
02" 9y? " 022
L3, s
Wielkosci 44, 4, i A3 okreslaja wartos$¢ krzywizny funkcji p w trzech kierunkach krzywizny gtéwnej.
Liczba niezerowych parametréw A w punkcie krytycznym okresla tzw. range (w) punktu krytycznego.
Algebraiczng sume znakow krzywizn A nazywa sie z kolei sygnatura (o) punktu krytycznego. Para liczb
(w, o) pozwala jednoznacznie skategoryzowac punkty krytyczne. Jedynie punkty krytyczne, dla ktorych

w jest rowne 3 sg matematycznie stabilne, dlatego wystarczy rozpatrzyé cztery przypadki:

e (3,—3) — negatywna krzywizna w kazdym kierunku oznacza maksimum i swiadczy o jadrze
znajdujacym sie w tym punkcie,

e (3,+3) - minimum funkcji p, tzw. cage critical point, punkt w centrum klatki molekularnej, ze
wszystkich stron otoczony potencjatem jagdrowym,

e (3,+1) — minimum gestosci elektronowej w dwdch kierunkach ptaszczyzny i maksimum w
trzecim kierunku, prostopadtym do pozostatych; np. sSrodek pierscienia aromatycznego,

e (3,—1) — minimum w jednym kierunku i maksimum w pozostatych dwéch; tzw. bond critical

point [12].
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Szczegblnie ostatni przypadek jest interesujgcy i przydatny. Jego obecnos¢ pozwala stwierdzic
obecnos$é wigzania, a wartos¢ laplasjanu w tym punkcie pozwala wnioskowa¢ o typie tego wigzania.
Przyjmuje sie, ze nieduza i dodatnia wartosc¢ laplasjanu $wiadczy o wigzaniu niekowalencyjnym, np.
wodorowym [13]. Ponadto, pomiedzy jgdrami atoméw zwigzanych chemicznie, mozna wyznaczy¢ linie,
ktorej kazdy punkt bedzie maksimum gestosci elektronowej w dwdch kierunkach gtéwnych. Takie linie
nazywa sie $ciezkami wigzan (ang. bond paths) i s3 one réwniez pomocne w analizie wigzan
miedzyczgsteczkowych [12]. Postugujac sie programem AIMAII [14], wykorzystatem QTAIM do opisu
charakteru i sity oddziatywan miedzyczgsteczkowych w dimerach. Mozliwa dzieki temu byta

identyfikacja wigzan i wyjasnienie szczegdlnych wtasciwosci niektérych uktadow.

4.4.3. Dynamika molekularna

Symulacje dynamiki molekularnej sg technikg obliczeniowg dostarczajgcy informacji o strukturze i
dynamice uktadow czasteczek. Obliczenia opierajg sie na rozwigzywaniu rownan ruchu Newtona dla
atoméw budujgcych rozwazany uktad. Czerpig wiec z praw mechaniki klasycznej. W wyniku otrzymuje
sie potozenia i predkosci czgsteczek w funkcji czasu, co nazywa sie trajektorig uktadu. Do obliczen
dynamiki molekularnej wykorzystuje sie pola sitowe (ang. force field, FF), czyli sparametryzowane
funkcje potozen jader, ktérych wartosci méwig o energii uktadu. Parametry pdl sitowych uzyskuje sie
eksperymentalnie (krystalograficznie lub spektroskopowo) albo z obliczen kwantowo-chemicznych.
Informacji o konkretnych oddziatywaniach nie uzyskuje sie zatem z rozwigzania réwnania Schrodingera
dla elektrondw, lecz z jawnie zdefiniowanych w polu sitowym informacji o konkretnych atomach
znajdujacych sie w okreslonym otoczeniu. Kosztem doktadnosci, uzyskuje sie mozliwos¢ symulowania
duzych uktaddw, dla ktérych rozwigzanie réwnania Schrédingera trwatoby zbyt dtugo. Pole sitowe Vip

w o0goblnosci jest suma:
Ver = Veoze + Vzgin *+ Viors + Voaw + Ve

Vi0zc 0dpowiada energii potencjalnej rozciggania wigzania chemicznego miedzy dwoma atomami A i
B. Stosuje sig tu przyblizenie klasycznego oscylatora harmonicznego. V, 4, to energia potrzebna do
zmiany kata utworzonego przez dwa wigzania chemiczne w uktadzie trzech atoméw A, B i C. Réwniez
tutaj znajduje zastosowanie przyblizenie oscylatora harmonicznego. V;,,s zwigzana jest z katem
dwusciennym miedzy ptaszczyznami wyznaczonymi przez wigzanie A i B oraz Ci D w ukfadzie czterech
atomoéw A, B, Ci D. Opisuje wiec zmiane energii wraz z obrotem atomodw A i D dookota wigzania B-C.
V,aw odpowiada energii van der Waalsa i opisywana jest potencjatem Lennarda-Jonesa. V,; jest
energig oddziatywania elektrostatycznego. Pola sitowe sg zdefiniowane i zaimplementowane dla
standardowo symulowanych czagsteczek we wszystkich powszechnie uzywanych pakietach do dynamiki

molekularnej. Dla lipidow (fosfolipidow i cholesterolu), ktérych dynamike molekularng symulowatem
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w swoich badaniach w programie AMBER [15], wykorzystywatem pole sitowe lipid14 [16] lub lipid17,
a w ostatnim czasie lipid21 [17]. W przypadku niestandardowych czgsteczek (w moich badaniach np.
sfingolipidéw lub utlenionych postaci cholesterolu), konieczna jest samodzielna parametryzacja.
Kluczowym krokiem jest obliczenie potencjatu elektrostatycznego (ang. electrostatic potential, ESP),
odgrywajacego szczegdlnie wazing role w przypadku czasteczek polarnych (lub czesci polarnej
czasteczki). W tym celu optymalizuje sie geometrycznie czgsteczke na wysokim poziomie teorii — catg
lub jej cze$é z dodatkowa grupg w miejscu wigzania. Nastepnie wykorzystujgc obliczong kwantowo-
chemicznie funkcje gestosci elektronowej p, nalezy dopasowac funkcje potencjatu elektrostatycznego

¢ gsp, zdefiniowang w punkcie 1, jako

quder

B Zy p(r") -
Ppsp(1) = Z IR, — flr —7'|

Dopasowanie to realizuje sie minimalizujgc funkcje celu:

Natoméw

N
1 A(R
obj(Q) = Nz Gpsp(T) — Z —SQA(—AT)|
T A

gdzie Q4 jest tadunkiem czeéciowym, sumujacym sie do catkowitego tadunku czasteczki. Wadga tak
zdefiniowanej funkcji jest nadmierny wptyw fadunku atomoéw znajdujgcych sie na powierzchni
czasteczki. Z tego powodu stosuje sie odpowiednie poprawki. W pakiecie AMBER wykorzystywana jest
poprawka hiperboliczna, w wyniku ktérej uzyskuje sie potencjat elektrostatyczny z dodatkowymi
wiezami (ang. restrained electrostatic potential, RESP) [10]. Pozostate brakujgce parametry
uzyskiwatem w swoich badaniach wykorzystujac zdefiniowane w pakiecie AMBER pole sitowe o nazwie
GAFF (ang. General Amber force field) [18], ciggle rozwijane GAFF2 lub wymienione wyzej lipidowe

pola sitowe.

Obliczenia DFT oraz dynamiki molekularnej wykonywatem wykorzystujgc Polsky Infrastrukture

Gridowa PL-Grid [19], w ramach uzyskiwanych grantow obliczeniowych.

4.5. Cel pracy naukowej

Celem mojej pracy naukowej zwigzanej z omawianym osiggnieciem naukowym byto opracowanie
metodologii badan teoretycznych, ktéra bedzie mogta byé wykorzystana jako narzedzie wspierajace
projektowanie lekéw lub systemdw ich dostarczania, a takze szacowanie skutkéw ubocznych
wprowadzania do organizmu tych lekéw i innych zwigzkéw aktywnych biologicznie. Realizacji tego celu

postuzyto wykorzystanie metod chemii obliczeniowej, w szczegdlnosci teorii funkcjonatu gestosci i
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dynamiki molekularnej oraz praktyczne zastosowanie obliczer w interpretacji wynikéw nastepujacych

metod eksperymentalnych:

e techniki monowarstw Langmuira,

e mikroskopii kagta Brewstera (ang. Brewster angle microscopy, BAM),

o refleksyjno-absorpcyjnej spektroskopii w podczerwieni z modulacjg polaryzacji (ang.
polarization modulation — infrared reflection-absorption spectroscopy, PM-IRRAS),

e nanospektroskopii w podczerwieni potgczonej z mikroskopig sit atomowych (ang. atomic force
microscopy-based infrared spectroscopy, AFM-IR),

o fourierowskiej spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ang.
attenuated total reflectance — Fourier-transform infrared spectroscopy, ATR-FTIR),

e spektroskopii Ramana oraz

e pomiaréw zmiany elektrycznego potencjatu powierzchniowego.

W trakcie moich badan poszukiwatem informacji zaréwno o oddziatywaniach miedzyczasteczkowych,
jak i relacji pomiedzy strukturg czasteczek a ich aktywnoscig biologiczng. Skupitem sie na dwdch

watkach tematycznych, ktérym towarzyszyty odpowiednie pytania badawcze:

e wzajemne oddziatywania lipidéw btonowych oraz ich oddziatywania ze zwigzkami aktywnymi
biologicznie:
o W jaki sposodb struktura utlenionych form cholesterolu determinuje ich aktywnosé
biologiczng?
o Jak oddziatywanie oksysteroli ze skfadnikami bfon biologicznych wptywa na
wiasciwosci tych bton i ich budowe?
o Jaki model teoretyczny najlepiej opisuje wartosci momentu dipolowego wybranych
grup lipidéow?
o Czy fluorowane alkany mogg znalezé zastosowanie jako substancje zwiekszajgce
dostepnosc cyklosporyny A w wewnetrznej warstwie filmu fzowego?
e wigzanie przeciwnowotworowego leku z DNA oraz uszkodzenia DNA:
o W jaki sposéb przeciwnowotworowy lek Pt-103 wigzany jest z czagsteczkg DNA?

o Jak przebiega szlak uszkodzern DNA wywotanych jonizacja guaniny?

We wszystkich omawianych badaniach bytem odpowiedzialny za zaplanowanie, wykonanie i

interpretacje obliczen teoretycznych.
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4.6. Uzyskane wyniki

4.6.1. Parametr krytycznego upakowania w opisie aktywnych biologicznie zwigzkéw
amfifilowych

Badanie oddziatywania zwigzkéw aktywnych biologicznie z czgsteczkami tworzgcymi organizmy zywe
jest zawsze ztozonym, wielowymiarowym procesem. Jednym z elementarnych aspektéw jest poznanie
wptywu takich zwigzkéw na btone komérkowaq. Utrzymanie struktury btony biologicznej mozliwe jest
dzieki amfifilowej budowie biolipidéw oraz szczegdlnym witasnosciom wody. Dzieje sie tak na skutek
dwdch rodzajéw tzw. oddziatywan: hydrofobowego i hydrofilowego, ktére stanowig niejako dwie sity
wymuszajgce w srodowisku wodnym agregacje czasteczek amfifilowych w struktury najkorzystniejsze
energetycznie. W tak termodynamicznie stabilnym ukfadzie, zwigzki amfifilowe mogg by¢
geometrycznie opisane za pomocg optymalnego pola powierzchni miedzyfazowej przypadajgcego na
czasteczke a,, objetosci tancucha weglowodorowego V i maksymalnej efektywnej diugosci tego
taficucha [.. Geometrycznie czasteczke mozna réwniez opisaé za pomocg parametru krytycznego
upakowania (ang. critical packing parameter, CPP), ktéry zwigzany jest z powyzszymi wielkoSciami
zaleznoscig [20]:

%4
Qo lc

cpp =

Znajgc wartos¢ CPP da sie okresli¢ bryte opisujacg geometryczng reprezentacje czgsteczki. Analizujac
powyzszy wzdr mozna stwierdzi¢, ze CPP réwnemu 1 bedzie odpowiadac¢ walec, a wartosci é — stozek.

Wartosci posrednie bedg tozsame stozkowi $cietemu (dla ktérego podstawa o wiekszym promieniu
bedzie réwna a,). Wartosci wieksze od 1 odpowiadajg odwrdéconym stozkom $cietym, dla ktérych
podstawa o mniejszym promieniu jest rowna a,. Z powyzszego wynika zalezno$é¢ pomiedzy wartoscia

CPP, a fazg tworzonego agregatu. Wartosci CPP < % pozwalajg na tworzenie miceli. Wieksze wartosci

CPP G < CPP < %) implikujg powstawanie miceli niesferycznych, w tym cylindrycznych, co moze
skutkowa¢ przyjmowaniem przez ukfad fazy heksagonalnej. Liposomy, jak réwniez zakrzywione
dwuwarstwy powstaja, gdy% < CPP < 1.Te ostatnie umozliwiajg formowanie fazy szesciennej (ktéra

takze moze powstac z odpowiednio utozonych miceli). Wreszcie CPP = 1 zwigzane jest z tworzeniem
ptaskich dwuwarstw i fazg lamelarng. Wartosciom CPP > 1 odpowiadajg struktury i fazy odwrotne, w
porzadku odpowiadajgcym strukturom i fazom normalnym. Taki opis zwigzkéw amfifilowych dostarcza
informacji o organizacji czasteczek w warstwie i ich upakowaniu, z czego mozna wyciggna¢ wnioski o
sile oddziatywan miedzyczasteczkowych. Pozwala takze przewidzie¢ procesy towarzyszace
wbudowywaniu w btone podawanych do organizmu zwigzkéw aktywnych fizjologicznie. Niesie

ponadto informacje o rodzaju samoorganizujacej sie struktury, co moze znalez¢ zastosowanie przy
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projektowaniu systemdéw dostarczania lekdw (ang. drug delivery system, DDS) opartych na zwigzkach
amfifilowych. W artykule przeglagdowym [H1] przedstawitem metody wyznaczania CPP oraz przyktady
wykorzystania tego parametru w opisie aktywnych biologicznie czgsteczek amfifilowych w trakcie
proceséw zachodzacych w ludzkim organizmie. Najwiecej uwagi poswiecitem procesowi trawienia. W
omawianych przeze mnie badaniach [21-23] uzyto CPP do opisu trawienia na przykfadzie uktadéw
modelowych. Za pomocg metod dyfrakcyjnych sprawdzano, jak zmienia sie faza uktadéw pod
wptywem dodawanych soli zétciowych. Jako wniosek z tych badan mozna przyja¢, ze sole zétciowe
powodujg zmniejszenie wartosci CPP. W innych publikacjach [24,25] okreslono wptyw pH na ten
parametr. Tu podobnie, stwierdzono, ze duze wartosci pH powodujg zmniejszenie CPP. Inaczej jest w
przypadku zmiany temperatury. Rosngca temperatura powoduje wzrost wartos$ci parametru CPP [24].
Innym wymienianym w literaturze czynnikiem jest obecnos¢ jondw. Badajgc wptyw stezenia NaCl na
aktywne biologicznie lipidy stwierdzono, ze wzrost stezenia jondw w ukfadzie powoduje wzrost CPP
[26]. Wiedza na temat relacji pomiedzy powyzszymi czynnikami, a parametrem CPP jest istotna, ze
wzgledu na mozliwosé jej wykorzystania do opisu struktur tworzonych przez doustnie podawane
zwigzki amfifilowe, w szczegélnosci stosowane jako DDS. Podjeto juz takie proby. Wykorzystujgc CPP
opisano procesy zachodzace w uktadzie kubosomdéw na bazie fitantriolu oraz 1,2-dipalmitoilo-sn-
glicero-3-fosfoseryny (DPPS) zachodzgce pod wptywem zmiennej temperatury, sity jonowej roztworu i
stezenia DPPS [27]. Innym przyktadem byto uzycie CPP do opisu poddawanego dziataniu soli zétciowych
samoemulgujgcego nanosystemu, wykorzystywanego do dostarczania lekdow trudno rozpuszczalnych

w wodzie [28].

Powyzsze przyktady pokazujg, ze znajomos¢ wartosci CPP amfifilowych zwigzkdw wykorzystywanych
jako leki, badz jako nosniki lekdw, w potaczeniu z wiedzg o tym jak CPP zmienia sie po podaniu do
organizmu, moze znalez¢ zastosowanie juz na etapie projektowania takich zwigzkéw i przetozy¢ sie na
zwiekszenie efektu terapeutycznego. Niestety, wyznaczenie wartosci CPP nie zawsze jest proste.
Obliczenie krytycznej dtugosci tancucha weglowodorowego oraz jego objetosci, dla tancuchdw w petni
nasyconych, jest mozliwe dzieki semiempirycznym wzorom. Wyznaczenie pola powierzchni
miedzyfazowej przypadajacej na czasteczke a, jest znacznie trudniejsze, ze wzgledu na wiele
czynnikdw wptywajacych na ten parametr. Oprdcz oddziatywania sterycznego, jego warto$¢ moze by¢
modyfikowana przez oddziatywanie jonowe. Réwniez obecnosé innych zwigzkéw w uktadzie, czy tez
poziom uwodnienia mogg mieé¢ wptyw na ay. Wartosci dostepne w literaturze zostaty wyznaczone
przewaznie w eksperymentach dyfrakcyjnych. Wykonanie takich eksperymentdéw jest kosztowne,
czasochtonne i nie zawsze mozliwe. Z pomocg moze przyjs¢ podejscie teoretyczne, wykorzystujgce

symulacje dynamiki molekularne;.
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Wtasnie takie podejscie zastosowatem w badaniu [H2]. Wykorzystujgc symulacje dynamiki
molekularnej, uzyskatem termodynamicznie stabilne dwuwarstwy zbudowane z biolipidéw
wchodzacych w skfad bton komérkowych: fosfatydylocholin: 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-
fosfocholiny (POPC) oraz 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DPPC), fosfatydyloetanoloamin: 1-
palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy  (POPE) oraz 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-
fosfoetanoloaminy (DPPE), cholesterolu (CHOL), oksysteroli: 7-ketocholesterolu (7-K), 7a-
hydroksycholesterolu (7a-OH), 7B-hydroksycholesterolu (7B-OH) oraz 25-hydroksycholesterolu (25-
OH), a takze sfingolipidéw: sfingomieliny (SM) i gangliozydu (GM;). Uktady byty symulowane przez 300
ns ewolucji systemu, a ostatnie 10 ns wykorzystatem do wyznaczenia $rednich wartosci parametrow
ay, l. i1 V. Dzieki temu mozliwe byto obliczenie wartos¢ parametru CPP dla wszystkich analizowanych
zwigzkow (Tabela 1).

Tabela 1. Wartosci CPP wyznaczone z symulacji dynamiki molekularnej [H2] oraz oszacowane semiempirycznie wartosci

literaturowe dla wybranych sktadnikow bton komdrkowych oraz ich pochodnych. Wartos¢ dla 25-OH zostata wyznaczona dla

skierowanej ku wodzie grupie hydroksylowej przy weglu *C(3) oraz **C(25).

CPP ksztatt CPP ksztaft faza
(zMD) (semiempiryczne)
POPC 0,61 Sciety stozek 0,62 Sciety stozek L
DPPC 0,60 Sciety stozek 0,58 Sciety stozek L
POPE 0,66 Scigty stozek 1,08 walec Hu
DPPE 0,64 Scigty stozek 1,00 walec Hu
CHOL 3,00 odwrécony 1,22 odwrécony L
stozek scigty stozek
SM 0,59 Scigty stozek 0,74 Scigty stozek L
GM, 0,30 stozek 0,42 Sciety stozek -
7-K 1,40 odwrbocony
Sciety stozek
70-OH 1,59 odwrocony
sciety stozek
7p-OH 1,43 odwrécony

Sciety stozek
25-OH | 2,86*/2,95** odwrocony

stozek
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Dla fosfatydylocholin oraz sfingolipidow otrzymatem duzg zgodno$¢ pomiedzy wartosciami
obliczonymi z dynamiki molekularnej a wyznaczonymi doswiadczalnie w innych badaniach. Zaréwno w
obliczeniach MD, jak i w eksperymentach opisanych w literaturze, badany uktad byt w fazie lamelarnej.
Inaczej byto dla fosfatydyloetanoloamin, dla ktérych doswiadczalne wartosci ay wyznaczane byty dla
fazy heksagonalnej odwrdconej. Moze to by¢ przyczyng widocznych rozbieznosci uzyskanych wartosci.
Opisywane w literaturze rézne uwodnienie czesci polarnych fosfatydyloetanolamin wzgledem innych
fosfolipidow réwniez moze ttumaczy¢ obserwowane réznice [29,30]. Zwraca uwage takze rozbieznos$¢
wartosci CPP dla cholesterolu. Moze ona wynikac¢ z tego, ze wartos¢ eksperymentalna a, zostata
wyznaczona dla mieszaniny cholesterolu i fosfatydylocholiny, podczas gdy w symulacji dynamiki
molekularnej w uktadzie znajdowat sie jedynie cholesterol. Biorgc pod uwage ksztatt czgsteczki
cholesterolu, wyraznie wpisujacej sie w odwrdcony stozek, warto$é wyznaczona z symulacji dynamiki
molekularnej wydaje sie bardziej prawdopodobna. Zgodnos¢ otrzymanych przeze mnie wynikéw z
wartosciami literaturowymi pokazuje, ze zastosowane podejscie jest metodg o duzym potencjale,
ktdrg (biorgc pod uwage wzglednie nieduze rozmiary amfifilowych czgsteczek btonowych i uzywanych

w DDS) mozna zastosowac do wyznaczenia wartosci CPP wielu innych uktadéw.

4.6.2. Lipidowe sktadniki bton komdrkowych i oksysterole

Z punktu widzenia zachowania struktury i utrzymania wtasnosci fizykochemicznych btony komadrkowej,
najwazniejszymi jej sktadnikami sg amfifilowe lipidy. Najwiekszy udziat w catkowitej masie lipidéw
zwierzecej btony komodrkowej po fosfolipidach ma cholesterol. Cholesterol jest czasteczka
zapewniajgcy odpowiednig sztywnos¢ lipidowej dwuwarstwy oraz zmniejszajacg jej przepuszczalnosé.
Stabilizujgce dziatanie cholesterolu na btone wynika z odziatywania tego zwigzku z faricuchami
weglowodorowymi fosfolipiddw, co ogranicza ich ruchliwos¢ [31]. Zgodnie z przyjetym modelem btony
komérkowej, jest ona w stanie ciektym, co umozliwia sktadnikom swobodne przemieszczanie sie w
kierunkach lezacych w ptaszczyznie btony. Dyfuzja lateralna jest zatem procesem niezwykle szybkim -
sgsiednie czasteczki mogg zamieniac sie miejscami nawet 107 razy na sekunde. Inaczej jest z ruchem
pomiedzy warstwami btony komdrkowej. Proces przemieszczania sie lipiddw z jednej warstwy do
drugiej, zwany flip-flop, zachodzi wiele rzedéw wielkosci rzadziej, co oznacza, ze do przejs¢ moze
dochodzié raz na kilka minut, a nawet raz na kilka dni. Mate prawdopodobienstwo takiego przejscia da
sie wyttumaczy¢ termodynamicznie: proces wymaga reorientacji czgsteczki (flip) i przepchniecia jej,
zatem réwniez jej czeSci polarnej, przez hydrofobowg czesé btony (flop). Ta bariera energetyczna
pozwala utrzymac asymetrie budowy btony (szczegdlnie komérkowej), co z kolei obok wtasciwych
proporcji sktadnikow btony, jest niezbedne do zachowania jej cech strukturalnych i funkcji
fizjologicznych. W wyniku proceséw patologicznych, takich jak procesy nowotworzenia [32], moze

dochodzié¢ do zmian proporcji sktadnikéw btony, czego konsekwencjg bedzie zaburzenie prawidtowego
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funkcjonowania catej komodrki. Niektére substancje wprowadzane do organizmu, takie jak leki, czy
sktadniki pozywienia mogg wbudowywac sie w btony komdrkowe, modyfikujgc tym samym ich sktad i
funkcjonalnosé. Moze by¢ to efektem korzystnym i zamierzonym; moze by¢ réwniez zjawiskiem
patologicznym, prowadzgcym do uszkodzenia btony [33]. Istotng grupg zwigzkdw mogacych w ten
sposéb oddziatywaé sg oksysterole, czyli utlenione formy cholesterolu. Posiadajg one dodatkowg
grupe funkcyjng (np. hydroksylowa lub karbonylowg), ktéra jesli jest przytagczona w odpowiednim
oddaleniu od grupy hydroksylowej cholesterolu, czyni czgsteczke zwigzkiem bolaamfifilowym
(rysunek 1). Rodzi to pytanie, czy utlenianie cholesterolu lub tez dostarczanie do organizmu jego
utlenionych form prowadzi do zmniejszenia bariery potencjatu procesu flip-flop, bagdz nawet umozliwia
transport sterolu do sgsiedniej warstwy bez reorientacji? Zwiekszenie czestotliwosci migracji sterolu
powodowatoby zmiane asymetrii jego dystrybucji w btonie komdrkowej, co prowadzitoby z kolei do

zmian jej wiasnosci fizycznych i niostoby powazne skutki biologiczne.

cholesterol

sterole utlenione w ukladzie steranu:

HO

7a-hydroksycholesterol 7B-hydroksycholesterol 7-ketocholesterol
(70-OH) (7-OH) (7-K)

sterole utlenione w facuchu bocznym:

HO HO

24-hydroksycholesterol 25-hydroksycholesterol 27-hydroksycholesterol
(24-0OH) (25-0OH) (27-0H)

Rysunek 1. Wzory strukturalne cholesterolu i jego utlenionych pochodnych — oksysteroli [34].

Oksysterole mogg by¢ produkowane na drodze enzymatycznej lub na drodze rodnikowej, w wyniku
dziatania np. rodnika hydroksylowego [35]. Utlenienie wegla przy pierscieniu, gtdwnie wegla C(7),
zachodzi przewaznie na drodze nieenzymatycznej (produktami sg 7B-OH lub 7-K). Natomiast 24(S)-

hydroksycholesterol (24-OH) i 27-hydroksycholesterol (27-OH), majace utleniony wegiel w fancuchu
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weglowodorowym, powstajg w wyniku reakcji enzymatycznych. Istniejg jednak odstepstwa od tej
reguty, np. 25-OH i 7a-OH mogg by¢ wytwarzane zaréwno w sposdb enzymatyczny, jak i
nieenzymatyczny [35]. Oksysterole, np. 7-K, 7a-OH i 7B-OH, mogy by¢ réwniez dostarczane do
organizmu z pozywieniem, szczegdlnie w przypadku diety bogatej w produkty wysoko przetworzone
[36]. Utlenione formy cholesterolu w niewielkich stezeniach (trzy rzedy wielkosci mniejszych od
stezenia cholesterolu) sg obecne w organizmach zwierzecych w warunkach normalnych. Petnig
wowczas role w homeostazie cholesterolu [35]. Ich podwyzszone stezenie zwigzane jest jednak ze
stanami patologicznymi, przy czym to one mogg ten stan inicjowaé, jak réwniez byé efektem procesu
chorobowego. Do przewlektych choréb podwyzszajgcych poziom oksysteroli zaliczy¢é mozna te
zwigzane ze starzeniem, jak osteoporoza, cukrzyca, miazdzyca, za¢ma, choroby neurodegeneracyjne
(np. choroba Alzheimera czy Parkinsona) oraz niektére formy raka (okreznicy lub prostaty) [37-39]. Z
drugiej strony, istniejg doniesienia na temat przeciwwirusowego dziatania 25-OH wzgledem ludzkiego
wirusa niedoboru odpornosci (HIV), reowiruséw, norowiruséw, wirusow pecherzykowego zapalenia
jamy ustnej, dalekowschodniego kleszczowego zapalenia modzgu, Zika, Ebola oraz Nipah [40,41].
Stwierdzono takze aktywnos$¢ 25-OH przeciw wirusowi SARS-CoV-2 [42]. Dziatanie to prawdopodobnie
polega na podmienianiu w btonach komdrkowych cholesterolu, co utrudnia tagczenie btony wirusa z
komoarka gospodarza. Podobne dziatanie postuluje sie w przypadku 27-OH [43]. U pacjentéw z COVID-
19 zaobserwowano podwyzszone stezenie 7-K oraz 7B-OH [43,44], co wskazuje na mozliwosé
wykorzystania ich jako biomarkerdéw lipidowych COVID-19. Obnizony poziom oksysteroli jest z kolei
jedna z hipotez wyjasniajgcych nizszg smiertelnos¢ wsréd pacjentdw z ciezkim przebiegiem COVID-19

przyjmujacych statyny [45].

Wzajemne oddziatywanie czqsteczek 25-hydroksycholesterolu

Poniewaz oksysterole mogg wbudowywac sie w btony komaérkowe organizméw zywych [7], kluczowe
jest zrozumienie, jak proces ten wptywa na wtasciwosci btony. W publikacji [H3] przedstawilismy nasze
badania majgce na celu okreslenie orientacji w bfonie komdrkowej oksysterolu 25-OH, bedacego
zwigzkiem bolaamfifilowym. W czesci eksperymentalnej naszego badania wykorzystano technike
monowarstw Langmuira, BAM, PM-IRRAS oraz ATR-FTIR. Wykonane przeze mnie obliczenia
teoretyczne DFT postuzyty do interpretacji widm PM-IRRAS oraz ATR-FTIR uktadéw 25-OH. W technice
PM-IRRAS, intensywnos$¢ sygnatu jest najwieksza, gdy moment dipolowy, ktdérego zmiana jest
obserwowana, jest zorientowany réwnolegle do powierzchni wody. Dlatego w przypadku monowarstw
Langmuira obserwuje sie wzmocnienie pasm drgan prostopadtych do dtugie]j osi czagsteczki (czgsteczki
amfifilowe sg zwykle zorientowane réwnolegle lub nachylone pod niewielkim katem wzgledem
normalnej do powierzchni wody). Dzieki temu pasma widoczne w PM-IRRAS mogg stuzyé do

wyznaczenia orientacji czgsteczek w monowarstwie. W naszym eksperymencie cennych informacji
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dostarczyta obserwacja drgan rozciggajgcych wigzania C-O przy C(3) oraz C(25). Drgania te
charakteryzowaty sie wartosciami liczb falowych 7=1039 cm™ oraz =1116 cm™ odpowiednio dla C(3)-
O oraz C(25)-0. Potozenie pasma pochodzgcego od drgan rozciggajacych wigzanie C(3)-O przesuwato
sie podczas kompresji monowarstwy (czemu towarzyszyta zmiana cisnienia powierzchniowego mmod 5
do 20 mN/m) w kierunku mniejszych wartosci liczby falowej, co sugeruje pojawienie sie dodatkowych
oddziatywan (prawdopodobnie wigzan wodorowych z czgsteczkami wody). Dla wiekszych wartosci
cisnienia powierzchniowego (35 i 40 mN/m) tendencja ta ulegata odwrdceniu (pasmo przesuwato sie
w strone wiekszych wartosci liczb falowych i poszerzato sie), co moze sugerowacé, ze w dwuwarstwach
25-OH grupa OH przy C(3) moze wystepowa¢ w dwodch réinych srodowiskach (oddziatujac z
czagsteczkami wody lub z sgsiednimi 25-OH). Pasmo rozciggajgce C(25)-O pokrywato sie z innymi
pasmami (pochodzagcymi od drgan wachlarzowych i skrecajgcych CH,, nozycowych C=C=C i
deformacyjnych uktadu steranowego), dlatego dla mniejszych wartosci cisnienia powierzchniowego (5,
10i 20 mN/m) nie byto mozliwe precyzyjne okreslenie potozenia piku. Przy m réwnym 40 mN/m pasmo
to byto przesuniete w strone wiekszej wartosci liczby falowej, co potwierdza, ze w dwuwarstwach
grupa hydroksylowa przy C(25), podobnie jak przy C(3), moze wystepowa¢ w dwdch rdznych
Srodowiskach. Reasumujac, pasma drgan rozciggajacych wigzania C-O przy C(3) oraz C(25) na widmach
PM-IRRAS ulegaty poszerzeniu wraz ze wzrostem cisnienia powierzchniowego, co sugerowato zaréwno
oddziatywania wzajemne, jak i oddziatywania z woda. Pozwolito to wysnué wniosek, ze oksysterol 25-
OH wbudowuje sie w monowarstwe grupg hydroksylowg przy weglu C(3) i C(25) zamiennie skierowang
do powierzchni miedzyfazowej. Doswiadczenia nie rozstrzygaty natomiast, ktéra z grup jest bardziej
hydrofilowa oraz ktéra orientacja czasteczki 25-OH w monowarstwie jest bardziej prawdopodobna.
Watpliwosci te miaty rozwiaé obliczenia teoretyczne wykorzystujagce DFT. W tym celu obliczytem
wartosci energii wigzania wodorowego tworzonego pomiedzy czgsteczka wody, a grupa hydroksylowa
zwigzang z weglem C(3) lub C(25). Postawienie takiego problemu jest o tyle zasadne, ze surfaktanty
zawierajgce te samg grupe polarng przytgczong w réznych miejscach moga miec inng aktywnos¢
powierzchniowg [46]. By rozstrzygna¢ te watpliwosé zoptymalizowatem geometrycznie dimery,
sktadajace sie z czgsteczki 25-OH oraz jednej czasteczki wody, umieszczonej w poblizu grupy C(3)-OH
lub C(25)-OH, a nastepnie obliczytem catkowitg energie oddziatywania miedzyczasteczkowego. Nie
stwierdzitem jednak istotnej rdznicy w wartosciach energii oddziatywania dla czgsteczki wody
znajdujacej sie w poblizu grup hydroksylowych po przeciwnych stronach 25-OH. Sugerowato to, ze
ewentualne preferowane utozenie 25-OH w monowarstwie wynika¢ moze nie z oddziatywania z wodg,
lecz z zaleznych od orientacji roznic w oddziatywaniu miedzy czgsteczkami budujgcymi monowarstwe.
By sprawdzic te teze obliczytem catkowitg energie oddziatywan dimeréw utworzonych z czasteczek 25-
OH w réznym wzajemnym utozeniu. Wartosci energii oddziatywan miedzyczasteczkowych wraz z

odpowiadajgcg im wzajemng orientacjg czasteczek w dimerach zostaty pokazane na rysunku 2.

20



A B Dla utozen przedstawionych na rysunku 2 oddziatywanie
odbywa sie poprzez obydwie grupy hydroksylowe w
kazdej molekule, co ma miejsce w monowarstwie.
Najbardziej ujemng energie oddziatywania otrzymatem
dla utozenia antyrownolegtego (rysunek 2 B). Jest to

E =-0.20 kcal/mol E =-4.58 kcal/mol i
potwierdzeniem opisywanego wczesniej ,zapetlonego”

Rysunek 2. Wartosci energii oddziafywan pomigedzy ytozenia w btonach oksysteroli utlenionych przy

czgsteczkami 25-OH w dimerach [H3]. .. . . ..
pierscieniu weglowodorowym,  jako najbardziej

preferowanego [47].

Kolejnym krokiem analizy oddziatywan tych oksysteroli byta symulacja dynamiki molekularne;.
Zbudowatem trzy ukfady stanowigce dwuwarstwy otoczone wodgy: z czgsteczkami 25-OH
skierowanymi grupa C(3)-OH w strone granicy miedzyfazowej, ze skierowanymi grupg C(25)-OH w
strone tej granicy oraz zbudowang z czgsteczek w powyzszych orientacjach w stosunku 1:1 (rysunek 3
— panel gérny). Do analizy wynikdéw postuzytem sie funkcjg rozktadu radialnego (ang. radial distribution
function, RDF), opisujaca usredniong odlegtos¢ pomiedzy zadang parg atoméw. W celu okreslenia
uwodnienia wyznaczytem funkcje RDF dla par: tlen w grupie hydroksylowej — tlen w czasteczce wody

(rysunek 3 — panel dolny).
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Rysunek 3. Monowarstwy otrzymane w wyniku symulacji MD po 110 ns ewolucji uktadéw o réznych wzajemnych orientacjach
(dla czgsteczek skierowanych C(3)-OH ku wodzie (A) i skierowanych C(25)-OH ku wodzie (B) losowej (C)). Czerwone kulki i linie
na wykresie reprezentujq C(3)-OH, a ciemnoszare C(25)-OH. Dolny panel przedstawia odpowiednie funkcje rozktadu
radialnego par O w wodzie — O w oksysterolu.

Tak zdefiniowane funkcje pozwolity stwierdzi¢, ze dla wymuszonego utozenia tego oksysterolu grupg

C(3)-OH skierowang ku wodzie, uwodnienie grupy hydroksylowej przy C(25) jest zgodnie z
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oczekiwaniami znacznie mniejsze od uwodnienia grupy C(3)-OH. Natomiast w uktadzie z grupami C(25)-
OH skierowanymi ku wodzie, funkcja RDF przyjmuje zblizone wartosci dla obydwu grup
hydroksylowych, co sugeruje podobne uwodnienie. Wynikato to z czesciowej reorientacji czgsteczek
oksysterolu, co znaczy¢ moze, ze utozenie z grupg hydroksylowg przy C(3) skierowang do powierzchni
miedzyfazowej jest bardziej korzystne energetycznie. Znalazto to potwierdzenie w symulacjach uktadu
z naprzemiennym utozeniem czgsteczek oksysterolu 25-OH. Po 110 ns symulacji 60% molekut byto
zorientowanych grupa C(3)-OH w strone powierzchni miedzyfazowej. Eksponowanie grupy C(3)-OH do
granicy faz znalazto rowniez potwierdzanie w symulacji samoporzadkowania sie uktadu sktadajgcego
sie z losowo rozmieszczonych czgsteczek. Po 300 ns symulacji uktad oksysterolu tworzyt rozgateziong
monowarstwe o nieznacznie wiekszym uwodnieniu grup C(3)-OH. Obliczenia teoretyczne pozwolity
zatem stwierdzi¢, ze obydwie orientacje oksysterolu 25-OH sg mozliwe, jednak preferowane bedzie

utozenie z grupg hydroksylowa zwigzang z C(3) skierowang ku ptaszczyznie miedzyfazowej.

Oddziatywanie 25-hydroksycholesterolu z fosfolipidami

Asymetria bton biologicznych moze byé utrzymywana dzieki barierze potencjatu dla ruchu flip-flop
czagsteczek amfifilowych. W sytuacji podmienienia cholesterolu przez bolaamfifilowy oksysterol,
bariera energetyczna takiego przejscia staje sie znacznie mniejsza, co moze doprowadzi¢ do zaburzenia
asymetrii i wptynac¢ na sztywnos¢, przepuszczalnosé oraz funkcje fizjologiczne btony komdrkowe;j.
Wczesdniejsze badania pokazaty, ze transport oksysteroli utlenionych w fancuchu przez btone
komdrkowa fibroblastow i erytrocytéw zachodzi bardzo szybko [48-50]. Proces ten nie zostat jednak
wowczas doktadnie opisany i wyjasniony. Wtasnie pod tym katem w pracy [H4] zbadali$my oksysterol
25-OH. Podjelismy sie opisania oddziatywan 25-OH z gtdwnymi fosfolipidowymi sktadnikami bton
komérkowych, tj. przyktadowymi fosfatydylocholinami (PC) i fosfatydyloetanoloaminami (PE) oraz
opisania orientacji 25-OH wzgledem powierzchni miedzyfazowej w obecnosci tych fosfolipidow. Wybor
tych fosfolipidow jest uzasadniony tym, ze warstwa zewnetrzna btony komdrkowej ssakéw jest
bogatsza w PC, natomiast warstwa wewnetrzna w PE. Techniki eksperymentalne, jakie wykorzystano
w omawianym w publikacji badaniu, to metoda monowarstw Langmuira, BAM, mikroskopia AFM
monowarstw naniesionych na podtoze state oraz PM-IRRAS. Wielkoscig utatwiajgca interpretacje

wynikdw eksperymentdw na monowarstwach Langmuira jest nadmiarowa entalpia swobodng AG *¢:
A
AG®*¢ = N, f (A12 — (A1X1 + A,X3)) dm
0

gdzie X; i X, to utamek molowy substancji nr 1i 2, A;, A, i A1, to powierzchnia monowarstwy
utworzonej odpowiednio przez substancje 1, 2 oraz mieszanine 1i 2. Ujemne wartosci AG ¢*¢ sugerujg
stabilnos¢ monowarstwy i oddziatywania przyciggajgce pomiedzy jej sktadnikami, natomiast wartosci

dodatnie $wiadczg o oddziatywaniach odpychajacych, a nawet separacji faz [51]. W przypadku
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mieszanin 25-OH z fosfatydylocholinami wartosci AG®*¢ byly duze i ujemne, co sugeruje silne
oddziatywania oraz tworzenie stabilnych komplekséw powierzchniowych. Jednoczesnie, na izotermie
(otrzymanych dla monowarstw Langmuira) dla dwdch rdznych cisnien powierzchniowych
zaobserwowano obszary nieciggtosci, odpowiadajgce zatamaniom monowarstwy (kolaps, ang.
collapse), czyli sytuacji, gdy molekuty sg wypychane poza powierzchnie miedzyfazowy. Moze to
sugerowaé istnienie w ukfadzie dwdch rodzajow komplekséw oksysterolu z fosfolipidami,
odpowiadajgcych dwdm réznym orientacjom 25-OH. Kompleksy takie w ogélnosci mogg byé w réznym
stopniu stabilne, stad dla kazdego z tych dwdch przypadkdéw moze istnieé inne graniczne cisnienie, przy
ktérym dochodzi do kolapsu. W celu zweryfikowania tej hipotezy, przeprowadzitem obliczenia
kwantowo-chemiczne, majace na celu ilosciowy opis oddziatywan miedzy oksysterolem 25-OH a DPPC
oraz 25-0OH a 2-dioleilo-sn-glicero-3-fosfocholing (DOPC). Uwzglednitem jedynie oddziatywanie miedzy
czgsteczkg oksysterolu i fosfolipidu, pomijajac oddziatywanie z wodg. Zoptymalizowane uktady

widoczne sg na rysunku 4.
A) B)
W

C) D)

Rysunek 4. Geometryczne reprezentacje zoptymalizowanych uktadéw 25-OH/DPPC w réznych wzglednych utozeniach: czes¢
polarna DPPC znajdujgca sie w poblizu grupy hydroksylowej zwigzanej z C(3)-OH (A, B) lub C(25)-OH (C, D), grupy metylowe

oksysterolu zorientowane na zewnqtrz (A, C) lub do wewngqtrz (B, D) dimeru [H4].

Obliczone energie wigzania charakteryzowaty sie duzymi wartosciami, lecz niewielkim rozrzutem.
Swiadczy to o stabilnosci kazdej konfiguracji i o mozliwosci tworzenia tych dwéch rodzajow
komplekséw dla kazdej pary zwigzkdw. Dalszym krokiem moich obliczer, byty symulacje dynamiki
molekularnej. Dokonatem analizy uktadéw sktadajgcych sie z mieszaniny 25-OH z DPPC lub DPPE.
25-OH zwrdocony byt do granicy miedzyfazowej grupg C(3)-OH lub C(25)-OH. Na podstawie
otrzymanych wartosci nie stwierdzitem istotnych réznic w energii oddziatywania miedzy lipidami dla
réznej orientacji 25-OH. Co ciekawe, uzyskatem znacznie bardziej ujemng wartosc energii potencjalnej
dla uktadéw 25-OH z DPPC niz dla uktadéw z DPPE. Wynik ten pozwolit stwierdzi¢ wieksze

powinowactwo 25-OH do fosfatydylocholiny niz fosfatydyloetyloaminy. Potwierdzito to hipoteze
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sformutowang na podstawie otrzymanej z eksperymentéw monowarstw Langmuira bardziej ujemnej
wartosci nadmiarowej entalpii swobodnej AG ¢*¢ mieszaniny fosfatydylocholin. Stwierdzitem ponadto,
ze obydwa utozenia 25-OH wzgledem badanych fosfolipidow sg energetycznie réwnowazne.
Umozliwito to na postawienie wniosku, ze transport 25-OH miedzy wewnetrzng warstwg btony
komérkowej (bogatg w fosfatydyloetyloaminy) a zewnetrzng warstwg (bogatg w fosfatydylocholiny),
moze przebiega¢ bez zmian orientacji. Proces taki charakteryzowaé sie bedzie zatem nizszg barierg
potencjatu niz analogiczny proces dla cholesterolu. Konsekwencjg tego moze by¢ zaburzenie

asymetrycznej budowy btony.

Oddziatywanie 25-hydroksychosterolu ze sfingolipidami

W kolejnym artykule [H5] opisalismy wyniki badan oddziatywania oksysterolu 25-OH ze sfingolipidami:
sfingomieling (SM) i gangliozydem (GM;). Sfingolipidy sg nastepng po fosfolipidach i sterolach grupa
lipidow najliczniej wystepujacych w btonach komérkowych ssakéw. Silne oddziatywania pomiedzy
grupami polarnymi sfingomieliny i gangliozydu a cholesterolem sprawiajg, ze zwigzki te majg tendencje
do tworzenia mikrodomen w btonach komdrkowych, zwanych tratwami lipidowymi. Tratwy réznig sie
sktadem od reszty btony, i co z tym zwigzane, rowniez sztywnoscig. Biorg one udziat w procesach
fizjologicznych, takich jak przekazywanie sygnatéw, wigzanie biatek, czy polaryzacja btony. Istnienie
tratw lipidowych jest ponadto zwigzane z wnikaniem wiruséw otoczkowych do komodrek gospodarza
(w tym HIV, Zika i koronawirusow). Jak wczesniej wspomniano, niektére procesy patologiczne
zwiekszajg stezenie oksysteroli w organizmie. Te mogg wypiera¢ cholesterol réwniez wchodzacy w
sktad tratw lipidowych. Z tego wzgledu niezwykle wazne wydaje sie zbadanie oddziatywan oksysteroli
ze sfingolipidami. W omawianym badaniu, przeprowadzitem obliczenia DFT majgce na celu doktadny
opis oddziatywan pomiedzy oksysterolem 25-OH a sfingomieling i gangliozydem. W pierwszym kroku
wykonatem optymalizacje geometryczng dimeréw 25-OH i sfingolipidow, dla dwéch kombinacji
utozen: dla grupy polarnej sfingolipidow znajdujacej sie w poblizu C(3)-OH lub C(25)-OH. Ponadto
@ uwzglednitem rding orientacje grup
metylowych oksysterolu (skierowane

do wnetrza dimeru lub na zewnatrz,

rysunek 5).
(b) (d)

W  przypadku dimeru 25-OH/SM

najwieksza energia wigzania

charakteryzowata uktad z grupg polarng

sgsiadujgcg z C(3)—OH, niezaleznie od

R k5. R ' imeréw 25-OH i jeli . ..
ysunek 5. Reprezentacje geometryczne dimerdw 25-OH ze sfingomieling orientacji grup metylowych w 25-OH.
(aib)oraz gangliozydem (c i d) [H5]. ,

Dla uktadéw z grupg polarng
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sfingomieliny sgsiadujgcg z C(25)-0OH, energie wigzan byty o okoto jedng trzeciag mniejsze. Z kolei dla
uktadu 25-OH/GM; najbardziej preferowang energetycznie orientacjg byta ta z grupami metylowymi
skierowanymi do wewnatrz, niezaleznie od orientacji grup hydroksylowych. Na tej podstawie
sformutowatem wniosek, ze w przypadku uktadu oksysterolu 25-OH ze sfingomieling, preferowane jest
utozenie z grupg C(3)-OH skierowang ku granicy miedzyfazowej. W przypadku uktadu z gangliozydem
obydwie orientacje sg energetycznie rdwnowazne. Znalazto to potwierdzenie w symulacjach dynamiki
molekularnej. Wartosci catkowitej energii potencjalnej symulowanych uktadéw charakteryzowaty sie
wiekszg réznicg dla przeciwnych utozen 25-OH dla uktadu ze sfingomieling i niewielka rdéznicy dla
uktadu z gangliozydem. Réwniez dla uktadu ze sfingomieling wiecej czgsteczek zmienito orientacje
wzgledem orientacji poczatkowej, pokazujac, ze dla uktadu ze sfingomieling orientacja z grupg z C(3)-

OH znajdujacg sie w poblizu grupy polarnej tego sfingolipidu jest bardziej preferowana energetycznie.

Oddziatywanie oksysteroli z cholesterolem

Badanie wptywu oksysteroli na tratwy lipidowe kontynuowali$my za pomocg techniki monowarstw
Langmuira oraz mikroskopii BAM. Analizowalismy oddziatywania miedzy sfingomieling, cholesterolem
a przyktadowymi oksysterolami, tj. 25-OH, 7B-OH oraz 7-K, co opisalismy w pracy [H6]. W przypadku
25-0OH, 7B-OH otrzymane ukfady byty stabilne i charakteryzowaty sie ujemnymi warto$ciami
nadmiarowej entalpii swobodnej AG¢*¢. Sytuacja byta inna w przypadku mieszaniny 7-K, cholesterolu
i sfingomieliny. Tutaj, w zaleznosci od proporcji molowych, wartosci AG*¢ byty dodatnie lub bliskie
zeru, co $wiadczy o mozliwos$ci wystgpienia separacji faz. Najwieksza wartosé AG ¢*¢ charakteryzowata
mieszanine, w ktdrej 7-K i cholesterol byty w stosunku 1:1. Pozwolito to postawic¢ hipoteze, ze za
separacje faz w tym uktadzie odpowiada tworzenie stabilnych komplekséw 7-K/CHOL, ktére oddzielajg
sie od fazy sfingomieliny. W celu zweryfikowania tej hipotezy zbadatem za pomocg metod DFT
oddziatywania oksysteroli 25-OH, 7B-OH oraz 7-K z cholesterolem. W obliczeniach tych, dla doktadnego
scharakteryzowania oddziatywan miedzyczgsteczkowych w dimerach, postuzytem sie dodatkowo

wartosciami laplasjanu gestosci elektronowej w punktach krytycznych wigzan (rysunek 6).

Stwierdzitem, ze najwieksza energia wigzgca charakteryzowata uktad oksysterolu 7-K z cholesterolem
z grupami metylowymi skierowanymi na zewnatrz. Analiza funkcji gestosci elektronowej pozwolita
zidentyfikowac wigzania odpowiedzialne za tak duze wartosci energii oddziatywania. Dwie Sciezki
gestosci elektronowej, prowadzace od tlenu przy C(7) do atoméw wodoru w czgsteczce cholesterolu,
Swiadczg o dwdch wigzaniach wodorowych. Pozostate sciezki gestosci elektronowej odpowiadajg
stabilizujgcym tzw. wigzaniom woddér-wodér [52]. Réwniez dla dimeru 7B-OH/CHOL udato sie
zidentyfikowa¢ wigzanie wodorowe, jednak mniejsza liczba wigzan wodoér-wodoér sprawia, ze catkowita
energia oddziatywania jest mniejsza. Dla 25-OH takze stwierdzitem tworzenie wigzania wodorowego,

zarowno w konfiguracji z grupami metylowymi skierowanymi do wewnatrz, jak i na zewnatrz. Podobnie
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jednak jak w przypadku dimeru 7B-OH/CHOL, mniejsza liczba wigzan stabilizujgcych odpowiada za
mniejszg energie oddziatywania niz w przypadku dimeru 7-K/CHOL.
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Rysunek 6. Geometryczne reprezentacje zoptymalizowanych dimerow wraz ze sciezkami wiqzan (linie przerywane)
otrzymanymi z analizy QTAIM dla dimeréw: (A) 25-OH/CHOL, (B) 76-OH/CHOL, (C) 7-K/CHOL. Lewy panel prezentuje dimery
w orientacji z grupami metylowymi skierowanymi na zewngqtrz, prawy panel z grupami metylowymi skierowanymi do

wewnqtrz [H6].

Dodatkowo wykonatem symulacje dynamiki molekularnej. Wartosci energii potencjalnej, obliczonej
jako suma energii oddziatywan elektrostatycznych oraz van der Waalsa, potwierdzity wyniki obliczen
QTAIM. Znaczaco najwiekszg wigzgcg energig charakteryzowata sie mieszanina cholesterolu z 7-K (-
4570 kcal/mol), podczas gdy energie uktadéw z pozostatymi badanymi oksysterolami byty znacznie
mniejsze i wynosity -2484 kcal/mol i -2180 kcal/mol, odpowiednio dla mieszanin 73-OH/CHOL i 25-
OH/CHOL. Pozwolito to ostatecznie sformutowac wniosek z badania, méwiacy, ze 7-K, ze wzgledu na
swoje wysokie powinowactwo do cholesterolu, jest zdolny do wbudowywania sie w strukture tratw,
ale nie jest zdolny do wypychania czgsteczek cholesterolu. Zamiast tego konkuruje ze sfingomieling w
tworzeniu komplekséw z cholesterolem. Dlatego tez jego wtaczenie do tratwy lipidowej moze

skutkowac rozdzieleniem faz.
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Wtasnosci elektryczne fosfatydylocholin

Waznym aspektem wptywajagcym na prawidtowe funkcjonowanie komorki jest orientacja lipidéw
budujgcych btone komdrkowa. Jedng z wielkosci niosgcych informacje o orientacji czasteczek w
monowarstwie jest elektryczny moment dipolowy u. Wzgledna przenikalnosé elektryczna
monowarstwy & jest z kolei wielkoscig zwigzang z oddziatywaniami miedzyczasteczkowymi w btonie.
Te dwie wielkosci przektadajg sie na wartosé potencjatu elektrycznego AV monowarstwy:

Hy
AV =
Agye

gdzie g jest przenikalnoscig elektryczng prézni, i, jest sktadowa normalng (wzgledem powierzchni
miedzyfazowej) momentu dipolowego czasteczki na granicy faz, natomiast A jest srednim polem
powierzchni miedzyfazowej zajmowanym przez czgsteczke. Istnieje wiele modeli pozwalajgcych
wyznaczy¢ wartosé¢ €. W badaniu [H7] wykorzystalismy model Demchaka i Forta [53], w ktorym
monowarstwa utworzona z czgsteczek amfifilowych, znajdujgca sie na granicy faz woda-prdznia,
traktowana jest jako tréjwarstwowy kondensator ptaski:
AV = Ai(ﬂ i “_>
w p a

gdzie efektywny moment dipolowy czgsteczki monowarstwy mozna podzieli¢ na sktadniki pochodzgce
od czasteczek wody w monowarstwie oraz polarnej i niepolarnej czesci monowarstwy (odpowiednio
uy, yf_ i u$), podzielone przez lokalne wzgledne przenikalnosci elektryczne. W naszym badaniu
wyznaczyliémy eksperymentalnie potencjaty elektryczne monowarstw Langmuira utworzonych z
bioaktywnych fosfatydylocholin: DPPC, 1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DSPC), 1,2-
diarachidooleilo-sn-glicero-3-fosfocholiny (DAPC) oraz DOPC. Pozwolito to na doswiadczalne poznanie

wartosci normalnej do powierzchni miedzyfazowej momentu dipolowego:
i =1 ava,

Korzystajgc z teorii funkcjonatu gestosci, dla zoptymalizowanych geometrycznie fosfolipidow,
obliczytem wartosci sktadowych momentéw dipolowych dla catych czgsteczek oraz dla ich czesci
polarnych i niepolarnych. Wykorzystujgc tak otrzymane wartosci ,uf_ i ul jako zmienne objasniajace, a

Mixp jako zmienng objasniang, zastosowatem regresje wieloraka:
ugtc =-1,8 40,098 4 + 1,05-uf
Pozwolito to wyznaczy¢ wartosci parametrow wraz z odchyleniami standardowymi uY/e,, =

(-1,8+14)D; ¢ =102%+7,0 i g =0,95%0,52 dla rozwazanej grupy zwigzkdw. Postugujac sie
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skonstruowanym modelem wyznaczytem nastepnie

ol wartosci u§3¢ (rysunek 7), ktére charakteryzowaty sie
0.8, DSPC
a duzg zgodnoscig z wartos$ciami #pr (R? réowne 86%).
3 v
°« e . . ..
=) v Wyznaczone parametry stanowig ulepszenie wartosci
[0} u ’
c 0.7 . E L, .
g DAPC stosowanych w starszych podejsciach [54]. Pozwalajg
8 o obliczy¢é  momenty  dipolowe  dla  innych
0.6- /,‘/ DPPC | fosfatydylocholin, podobnie uwodnionych, ale o innej
| ,bOPC
- - - dtugosci taricuchéw weglowodorowych lub tez wigzan
0.6 0.7 0.8
Doswiadczalne p,*® [D] nienasyconych w tych faicuchach. Nie mogg by¢ jednak

Rysunek 7. Obliczone z przedstawionego modelu oraz Zastosowane dla pozostatych fosfolipidow, np.

wyznaczone doswiadczalnie wartosci p, [H7]. fosfatydyloetanoloamin, ze wzgledu na odmienne
uwodnienie czesci polarnej. Model taki, dla innej grupy zwigzkéw amfifilowych moze by¢ jednak

opracowany, przy wykorzystaniu zaprezentowanej powyzej metodyki.

4.6.3. Semifluorowane alkany

Oddziatywanie semifluorowanych alkandw ze sktadnikami modelowego filmu tzowego

Kolejnym watkiem tematycznym omawianego osiggniecia byto badanie semifluorowanych alkandw,
jako substancji pomocniczych w leczeniu zespotu suchego oka. Schorzenie to wynika z zaburzen
homeostazy filmu tzowego. Film tzowy sktada sie z trzech warstw: sluzowej, wodnej i lipidowe;j.
Najbardziej zewnetrzna, lipidowa warstwa zbudowana jest z kolei z amfifilowej podwarstwy pokrytej
zewnetrznym niepolarnym filmem. Zespdt suchego oka moze by¢ nastepstwem zbyt matej produkcji
frakcji wodnej cieczy tzowej lub nadmiernego jej parowania. Schorzenie to stwierdza sie u 4,4% do
nawet 50% oséb, w zaleznosci od badanej populacji [55]. Niedobdr frakcji wodnej, a tym samym
wystepowanie zespotu suchego oka, bywa zwigzany z chorobami autoimmunologicznymi i stanem
zapalnym. W terapii stosuje sie wtedy miejscowo cyklosporyne A (CsA), cykliczny polipeptyd, bedacy
inhibitorem uwalniania interleukiny-2 podczas aktywacji komérek T. Poprzez hamowanie stanu
zapalnego, CsA zwieksza produkcje tez i gestos¢ komaérek kubkowych [56,57]. Skutecznosé CsA zostata
potwierdzona w badaniach klinicznych [19]. Obecnie istnieje kilka dostepnych na rynku preparatéw do
oczu zawierajacych CsA. Efektywne dostarczenie tej substancji do wewnetrznych warstw filmu tzowego
jest jednak trudne, co zwigzane jest z duzym rozmiarem i hydrofobowoscig tej czasteczki. W tym celu
wykorzystuje sie nosniki, utatwiajgce transport przez sktadajaca sie z niepolarnych lipidéw zewnetrzng
warstwe filmu tzowego. Nosnik taki powinien by¢ chemicznie obojetny dla filmu tzowego i oka oraz
charakteryzowac¢ sie hydrofobowoscig. Nosniki CsA, zwykle stosowane w preparatach do oczu, s3
oparte na niepolarnych lipidach, takich jak olej rycynowy, kukurydziany, oliwa z oliwek lub

triacyloglicerole o S$redniej dtugosci tancuchdw. Inng stosowang strategia jest poprawa
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rozpuszczalnosci CsA w etanolu za pomocg niejonowych srodkéw powierzchniowo czynnych, m.in.
polioksylu-40 lub polisorbatu 80 [58]. Obiecujgcym srodkiem dostarczajgcym CsA sg semifluorowane
alkany. Zwigzki te cechuje niepolarnos¢ i amfifilowo$é, co umozliwia dystrybucje zaréwno w
niepolarnej, jak i amfifilowej warstwie filmu tzowego. Wstepne badania wykazaty, ze takie potgczenie
wiasciwosci zapewnia rozpuszczanie CsA i przenoszenie jej przez niepolarng warstwe filmu tzowego do
warstwy amfifilowej. Obiecujgce okazaty sie wyniki badan modelowych na zwierzetach z uzyciem
perfluoroheksyloktanu (F(CF2)s(CH2)sH, w skrdcie FeHs) [59,60]. Semifluorowane alkany sg obojetne dla
powierzchni oka i same w sobie majg dziatanie terapeutyczne [61,62]. W pracy [H8] opisalismy
dziatanie CsA i semifluorowanych alkandw na poziomie molekularnym. Aby uzyska¢ kompleksowy
obraz organizacji czasteczek w warstwie, aktywnosci powierzchniowej oraz termodynamiki filmu
tzowego w obecnosci CsA i FgHs, przeprowadzono badania wykorzystujgce technike monowarstw
Langmuira, mikroskopie BAM oraz AFM, a takze nanospektroskopie w podczerwieni (AFM-IR). W
badaniu wykorzystalismy model filmu sktadajgcy sie z DPPC, DPPE oraz SM. Mikroskopia BAM
monowarstw Langmuira, jak i AFM monowarstw naniesionych na podtoze state wykazaty, ze
mieszanina filmu tzowego DPPC/DPPE/SM oraz F¢Hs tworzy struktury o jednorodnej teksturze,
niezaleznie od stezenia FgHs. Dodanie CsA powoduje z kolei powstawanie domen o mikrometrowych
rozmiarach. Wazng obserwacjg byt spadek wartosci nadmiarowe] entalpii swobodnej AG®*¢
mieszaniny DPPC/DPPE/SM, CsA i F¢Hs, wraz ze zwiekszaniem stezenia F¢Hs, co $wiadczy o silniejszym
oddziatywaniu przyciggajgcym i stabilizacji uktadu. W celu zbadania sktadu domen i ich otoczenia
wykorzystano nanospektroskopie w podczerwieni AFM-IR domen oraz obszardw je otaczajgcych oraz

spektroskopie ATR-FTIR z probek objetosciowych (rysunek 8). Aby umozliwi¢ interpretacje
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Rysunek 8. Widma ATR-FTIR z prébek objetosciowych zwigzkow DPPC, DPPE, SM, CsA
i zginajagcym (wachlarzowym ;r 11 wwidmo gérne), mieszaniny DPPC/DPPE/SM oraz CsA i FEH8 (widmo srodkowe)
C—H, kofyszacym C—-H i oraz widma AFM-IR w polaryzacji p z warstwy DPPC/DPPE/SM i CsA i FgHg (widmo

skrecajacym C-H). Pasma te 90/ne)[Hs]
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obecne byty zaréwno w obszarze domen, jak i poza nimi, co potwierdza rGwnomierne rozmieszczenie
czasteczek FeHs. W widmie CsA widoczne byto charakterystyczne pasmo od drgan deformacyjnych CHs;
(przy =1410 cm™), Il pasmo amidowe (przy 7=1540 cm™) i | pasmo amidowe (¥ w zakresie 1600-1650
cm™) [63]. Pasma zarejestrowane w AFM-IR przy ¥=1410 cm™ i ¥=1540 cm™ miaty wieksza
intensywnos¢ dla widm zarejestrowanych z obszaréw domen. Pasmo dla wartosci V z przedziatu 1600-
1650 cm™ poza domeng pochodzi najprawdopodobniej od | pasma amidowego SM (co $wiadczy o jej
wiekszym stezeniu poza obszarami domen). Mozna zatem wnioskowaé, ze CsA gromadzi sie w

domenach.

W widmach AFM-IR zaobserwowano rdznice pasm zarejestrowanych dla polaryzacji s i p (rysunek 9).
Intensywno$¢ pasma z faicuchéw weglowodorowych (przy 7=1480 cm™) stabta dla polaryzacji s. Ta
obserwacja sugerowata, ze tancuchy weglowodorowe (zaréwno fosfolipidowe, jak i FgHs) s3
zorientowane gtéwnie prostopadle do powierzchni, na ktdrej wyniesiona byta warstwa lipidowa.
Kolejng przestanka przemawiajgcg za takg orientacjg fosfolipidow DPPC i DPPE byto czesciowe
zmniejszenie intensywnosci absorpcji dla polaryzacji s przy =1702 cm™ i ¥=1744 cm™ odpowiadajacej
drganiom rozciggajgcym wigzania C=0. Wyniki moich obliczert pokazaty, ze drgania grup estrowych
DPPC s3 prostopadte do powierzchni warstwy, podczas gdy w przypadku DPPE sg one zorientowane
pod katem 45°. Dodatkowo, dla widm zebranych dla polaryzacji s zaobserwowano wyrazne pasma w
obszarze ponizej ¥=1200 cm™. Obliczenia teoretyczne potwierdzity, ze pochodza one od drgan
rozciggajacych wigzan C-F i C-C oraz zginajacych C-H w czgsteczce F¢Hs. Co wazne, pasma te byty
widoczne dla widm zebranych zaréwno z domen, jak i z ich otoczenia, co Swiadczy o rGwnomiernym

rozmieszczeniu semifluorowanych alkanéw na catej powierzchni prébki.

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200
T T T T T T

T

//0\ C““ Phase outside domain:
p-polarized
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Phase inside domain:
—— p-polarized
s-polarized
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Rysunek 9. Widma AFM-IR zarejestrowane dla polaryzacji p i s, z wybranych obszarow probki AFM, stanowigcej model filmu
tzowego (DPPC/DPPE/SM) z dodanym CsA i FeHs: wewngtrz (panel dolny) i na zewngtrz (panel gérny) domeny wraz z modelami

molekularnymi [H8].
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Dla obszaru widmowego przypisanego do | pasma amidowego w SM w widmach zebranych z domen
zaobserwowalismy niewielkg absorpcje przy =1665 cm™ dla widm otrzymanych dla polaryzacji s. Poza
domenami absorpcja dla ¥ w zakresie 1600-1650 cm™ (odpowiadajaca Il pasmu amidowemu) byta
wieksza dla polaryzacji p. Wzrost intensywnosci absorpcji obserwowany dla $wiatta spolaryzowanego

p sugeruje, ze czgsteczki SM w badanym uktadzie sg nachylone do powierzchni.

Badanie wykazato, ze F¢Hs nie wptywa na wtasciwosci miedzyfazowe, stan fizyczny i teksture modelu
filmu tzowego, ztozonego z DPPC/DPPE/SM. Dodatkowo pokazalismy, ze technika AFM-IR dostarcza
doktadnych informacji o rozmieszczeniu i orientacji molekularnej w badanych prébkach, a obliczenia
teoretyczne widm IR oraz przestrzennej orientacji drgan czgsteczkowych umozliwiajg interpretacje

AFM-IR i wnioskowanie na temat orientacji geometrycznej czasteczek budujgcych monowarstwy.

Wtasnosci elektryczne semifluorowanych alkanow

Kontynuacje badan semifluorowanych zwigzkéw opisalismy w publikacji [H9]. Wykorzystatem
metodologie opisang w pracy [H7] do stworzenia modelu pozwalajgcego obliczy¢ momenty dipolowe
dla czgsteczek nalezgcych do tej grupy. Tym razem wybralismy perfluorodecylodekan (F(CF2)10(CH2)10H,
w skrécie FioHio) i jego pochodne zawierajgce rdézne grupy polarne, tj. grupe tiolowg (FioH10SH),
hydroksylowg (FioH100H) i karboksylowg (FioH10COOH). Zoptymalizowane geometrycznie struktury

tych zwigzkéw przedstawione sg na rysunku 10.

b0 W czesci eksperymentalnej wykonano

; badanie monowarstw Langmuira

° tworzonych przez te zwigzki, z ktérych

i uzyskano krzywe zaleznosci cisnienia

S powierzchniowego i potencjatu

. E elektrycznego od powierzchni

g przypadajacej na czasteczke w filmie.

) Umozliwito to wyznaczenie

) ‘ eksperymentalnych wartosci momentu
FioH1o FioH1oSH F1oH1oOH F1oH1cCOOH

(F(CF2)10(CHa)1oH) (F(CF2)1o(CHz)10SH) (F(CF2)1o(CH2)100H)  (F(CF2)10(CH2)1cCOOH) dipolowego 'uflxp dla stanu

Rysunek 10. Zoptymalizowane geometrycznie struktury odpowiadajacego najwiekszemu

perfluorodecylodekanu i jego pochodnych [H9].
upakowaniu czgsteczek. Podobnie jak w

badaniu [H7], celem symulacji komputerowych byto wyznaczenie sktadowych prostopadtych do
powierzchni miedzyfazowej elektrycznych momentéw dipolowych czesci polarnych i niepolarnych
czasteczek, odpowiednio ,uf_ oraz u$. Wczesniej nalezato jednak ustali¢, jaka orientacje wzgledem

powierzchni miedzyfazowej przyjmujg te czasteczki w formowanej monowarstwie. Wiadomo bowiem,
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ze dla tego typu zwigzkdw orientacja moze by¢ inna niz prostopadta do powierzchni. Na przyktad, w
pracy [64] kat pomiedzy osig podtuing czasteczki semifluorowanego alkanu a normalng wzgledem

powierzchni miedzyfazowej wyznaczono na 35,25°.

W pierwszej kolejnosci dokonatem symulacji dynamiki molekularnej warstw utworzonych przez
badane zwigzki. Stwierdzitem, Zze po osiggnieciu przez kazdy z uktadéw stanu réwnowagi
termodynamicznej, czgsteczki FioH10 S nachylone wzgledem normalnej do powierzchni miedzyfazowej
pod katem 47°, FioH10SH pod katem 53°, FigH100H pod katem 44°, a F10H10COOH pod katem 38°.
Nastepnie okreslitem uwodnienie czgsteczek w wysymulowanych uktadach. Postuzytem sie funkcjg
rozktadu radialnego, wyznaczong dla par sktadajgcych sie z atomu tlenu w czgsteczkach wody oraz
ciezkich atomach w grupach funkcyjnych oraz pieciu kolejnych atoméw wegla znajdujgcych sie po

stronie grupy funkcyjnej (rysunek 11).
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Rysunek 11. Funkcje rozktadu radialnego mowigce o sredniej odlegtosci atomow tlenu z czgsteczek wody od wybranych
atomow perfluorodecylodekanu i jego pochodnych (pie¢ atomow wegla najblizszych fazie wodnej i ciezkie atomy z grup
polarnych): FioH1o (A), F1oH100H (B), F10H10SH (C) i F10H10COOH (D) [H9].
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Przyjatem, ze atomy tlenu zlokalizowane w odlegtosci pomiedzy 3 A a 4 A znajduja sie w czasteczkach
wody tworzacej pierwszg warstwe uwadniajgcg, natomiast atomy tlenu z wody zlokalizowane w
odlegtosci wiekszej niz 4 A znajdujg sie w kolejnych warstwach uwadniajacych, badz nie wchodza w
sktad zadnej warstwy uwadniajgcej [65]. Zidentyfikowanie uwodnionych czesci badanych czgsteczek
pozwolito zdefiniowac ich czesci polarne: skrajna grupa -CHs dla FioH10, -CH2SH dla F10H10SH, -CH,OH
dla F10H100H oraz -COOH dla F19H10COOH.

Wiedzac z symulacji dynamiki molekularnej pod jakim srednim katem czasteczki sg nachylone do
powierzchni miedzyfazowej oraz jaka ich czes¢ jest uwodniona oraz znajgc z obliczen DFT funkcje
gestosci elektronowej tych czasteczek, mogtem w precyzyjny sposéb wyznaczy¢ sktadowe normalne
wzgledem powierzchni wody momentéw dipolowych czesci polarnej i niepolarnej: uﬁ'_ i uf. Nastepnie,
analogicznie jak w badaniu [H7], biorac wartosci uj © wyznaczone z pomiaréw potencjatu
powierzchniowego w funkcji powierzchni monowarstw Langmuira, wyznaczytem rdwnanie opisujgce

regresje wieloraka:
pgte =-0,85 +0,20-uf + 0,55-u¢

Dzieki temu mozliwe byto wyliczenie wartosdci uY/e, = —0,85D; &, =5,00 i g, = 1,80. Wartosci
literaturowe ¢, i €, zawierajg si¢ w przedziale odpowiednio od 6 do 7 i od 2 do 3 [66], jednak duza

zgodnos¢ pomiedzy wartoscig obliczong a zmierzong swiadczy o przydatnosci tego modelu.

W artykule [H9] pokazaliémy zatem, ze opracowana przeze mnie metodologia obliczania parametréw
opisujacych elektryczne wtasnosci zwigzkdw z modelu uzyskanego w oparciu o powigzanie wartosci
eksperymentalnych i obliczonych przy uzyciu dynamiki molekularnej i DFT, jest podejsciem
uniwersalnym o niezaprzeczalnych zaletach w poréwnaniu do innych podejs¢ opisywanych w
literaturze. Przede wszystkim, moze by¢ zastosowana dla wszystkich zwigzkéw amfifilowych, réwniez
tych, ktére nie zawierajg typowej grupy polarnej. Wykorzystanie dynamiki molekularnej pozwolito
zidentyfikowac skrajng grupe metylowa jako czes¢ polarng perfluorodecylodekanu. Dla pochodnych
perfluorodecylodekanu z dotagczong grupa hydroksylows i tiolowg mogtem stwierdzi¢, ze polarne s3
nie tylko grupy funkcyjne, ale réwniez bezposrednio znajdujgce sie przy nich grupy metylenowe.
Ponadto, wykorzystanie symulacji dynamiki molekularnej nie wymaga zatozenia, ze czgsteczki w
monowarstwie zorientowane sg prostopadle do powierzchni miedzyfazowej. Umozliwia za to
uwzglednienie orientacji wynikajacej z oddziatywan miedzyczasteczkowych, odpowiadajacej orientacji
czasteczek w uktadzie fizycznym. Zalety te, biorgc pod uwage informacje dajgce sie uzyskaé z
opracowanego modelu, mogg umozliwi¢ jego wykorzystanie przy projektowaniu zwigzkéw o

pozadanych wtasnosciach elektrycznych.
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4.6.4. Pt-103

Kolejng czasteczkg biologiczng, na ktorej

koncentrowaty sie moje naukowe

zainteresowania, jest DNA. DNA gromadzony jest

w jadrze komodrkowym w dwodch postaciach:

chromatyny skondensowanej -
heterochromatyny i luznej — euchromatyny.
Obecnie brakuje wiarygodnej metody

eksperymentalnej, ktéra umozliwitaby poznanie
roznic w budowie chemicznej miedzy tymi
dwoma rodzajami chromatyny. W pracy [H10]
wykorzystalismy nanospektroskopie w
podczerwieni (AFM-IR) do zbadania tych réznic

oraz do uzyskania widma z pojedynczego

g N@
HO/ \N<:\>

Rysunek 12. Wzor strukturalny Pt-103 (a) i jej postaci
zdysocjowanych: pierscienie pirydynowe zastgpione grupami
hydroksylowymi (b) oraz N,N'-bis(tetrafluorofenylo)etyleno-

1,2-diamina zastgpiona grupami hydroksylowymi (c) [H10].

chromosomu. W czesci doswiadczalnej badania udato sie rozrézni¢ euchromatyne i heterochromatyne

na podstawie metylacji z nanometryczng rozdzielczoscia. Ponadto udato sie zlokalizowa¢ miejsca

wigzania Pt-103 — przeciwnowotworowego leku opartego na platynie, ktérego wzor strukturalny

przestawiono na rysunku 12.

Pt-103 jest zwigzkiem wykazujagcym aktywnos¢ przeciwnowotworowg wobec linii komdrkowych

opornych na cisplatyne, co pokazano wykorzystujgc model zwierzecy [67]. Wysoka cytotoksycznosé i

i

7/
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zwiekszony wychwyt w
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cisplatyne sg zwigzane z wieksza

hydrofobowoscia  Pt-103 w
poréwnaniu z cisplatyna.
Dyskusyjny pozostaje sposdb
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Rysunek 13. Eksperymentalne widma AFM-IR Pt103 (a), widma teoretyczne: Pt103

(b), Pt103 z pierscieniami pirydynowymi zastgpionymi grupami hydroksylowymi (c),

1,2-diaminy (rysunek 12).

Pt-103 z N,N'-bis(tetrafluorofenylo)etyleno-1,2-diaming zastgpionqg grupami

hydroksylowymi (d) [H10].

34



Aby przypisa¢ mody wibracyjne w widmie Pt-103 i widmie zebranym z chromosomu traktowanego

lekiem, obliczytem teoretyczne widma IR czasteczki Pt-103 (rysunek 13). W chromosomach

izolowanych z komérek traktowanych lekiem wystepowaty mate obszary z silnymi pasmami absorpcji

przy ¥=2916 cm™ i ¥=2844 cm™ (odpowiadajgcym odpowiednio asymetrycznym i symetrycznym

drganiom rozciggajgcym CH,), niewidocznymi w chromosomach nietraktowanych lekiem. Silne pasmo

zwigzane z tymi drganiami w widmie czystego leku zaobserwowano odpowiednio przy #=2898 cm™ i

7=2840 cm™™. Obecnoé¢ tych pasm byta potwierdzeniem zlokalizowania obszaru w chromosomach, w

ktérym gromadzit sie lek Pt-103.
Ponadto czyste Pt-103 posiada
charakterystyczne pasmo przy
=1628 cm™, odpowiadajace
drganiom oddychajgcym
pierscieni tetrafluorofenylowych
(symetrycznych  drgan  catych
pierscieni). Pasmo to zostato
rowniez w niewielkiej
intensywnosci zaobserwowane w
obszarach ze zgromadzonym
lekiem w chromosomach dla
$=1610 cm™. Na rysunku 14
przedstawiono topografie AFM
probek oraz jedno z widm AFM-IR
z obszaru o zwiekszonej absorpcji

1 (widmo

przy 1=2916 cm
niebieskie) i poréwnano z
widmem zebranym bardzo blisko
obszaru wigzania leku (widmo
zielone) w tym samym typie

chromatyny.

Dane eksperymentalne poparte
moimi obliczeniami teoretycznymi
potwierdzity obecnos¢ pierscienia
tetrafluorofenylowego i reszty (-

CH,-CH5-) w obrebie chromosomu
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Rysunek 14. Topografia AFM jednego chromo;omu izolowanego z komorek
kontrolnych (a). Topografia AFM chromosomu izolowanego z komdrek poddanych
dziataniu Pt-103 (b). Rozktad absorpcji dla pasma v=1240 cm=* w chromosomie
kontrolnym (c). Rozktad absorpcji dla pasma 1240 cm™ w chromosomie
izolowanym z komdrek poddanych dziataniu Pt-103 (d). Rozktad absorpcji dla
pasma v=2916 cm~1 w chromosomie kontrolnym (c). Rozktad absorpcji dla pasma
2916 cm™t w chromosomie izolowanym z komdrek poddanych dziataniu Pt-103 (d).
Widma AFM-IR zebrane z czystego zwiqzku Pt i miejsc oznaczonych jako I'i Il (g)

[H10].
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jako markera zwigzku Pt-103. Wskazaty ponadto na poprzedzajgcg wigzanie dysocjacje pierscieni
pirydynowych, co wyjasnia sposdb wigzania leku do DNA. Stwierdzilismy rdowniez, ze Pt-103
preferencyjnie wigze sie z heterochromatyng, tworzac zlokalizowane dyskretne ogniska w postaci
agregatéw DNA oddziatujgcego z lekiem. Wyniki te wykazaty potencjat AFM-IR w wykrywaniu miejsc
wigzania leku w chromosomach. Biorgc pod uwage znaczenie metylacji DNA w rozwoju prawie
wszystkich typow nowotwordéw, podejscie spektroskopowe AFM-IR moze by¢ wykorzystane do
wykrywania miejsc ekspresji/supresji gendw w catym genomie i sta¢ sie narzedziem wczesnego

badania przesiewowego w kierunku ztosliwosci.

4.6.5. Uszkodzenia radiacyjne DNA

Radioterapia protonowa jest jedng z najnowszych i najbardziej obiecujgcych metod stosowanych we
wspodiczesnej onkologii. Opiera sie ona na stosowaniu wigzki protonéw w leczeniu guzow znajdujgcych
sie gteboko w ludzkim organizmie. Biorgc pod uwage duzg skutecznos$¢ i (w pordwnaniu do innych
rodzajow radioterapii) jej niewielkie dziatania niepozgdane, terapia ta nie jest szeroko
rozpowszechniona. Jedng z przyczyn tego stanu rzeczy jest brak szczegétowej wiedzy na temat
oddziatywania protondw z czgsteczkami biologicznymi. Promieniowanie jonizujgce, a zwtfaszcza jony,
takie jak protony, moga bezposrednio uszkadzac¢ DNA, ale takze powodujg powstawanie rodnikéw, co
moze prowadzi¢ do jeszcze powazniejszych uszkodzen szkieletu cukrowego DNA niz bezposrednie
oddziatywanie z czastkg jonizujacg. W pracy [H11] opisalismy wptyw rodnikéw guaninowych na
strukture DNA, to jest na konformacje i stabilno$¢ nici DNA. Jako metodg doswiadczalng postuzyliSmy
sie spektroskopig Ramana, nieinwazyjng technika analityczng. Widma doswiadczalne zebrano dla DNA
nieuszkodzonego oraz napromienionego wigzka protondw o energii kinetycznej 2 MeV. Interpretacja
zmian widmowych zwigzanych z ekspozycjg DNA na promieniowanie jonizujgce jest niezwykle trudna,
ze wzgledu na duze rozmiary tej czgsteczki i naktadanie sie pasm spektralnych pochodzacych od wielu
grup funkcyjnych. By poradzi¢ sobie z tym problemem, wykonatem obliczenia DFT, optymalizujgc
geometrycznie oligomer DNA AGAGCTCT w konformacji B, a nastepnie symulujgc widma ramanowskie.
W eksperymentalnych widmach Ramana po ekspozycji na protony zaobserwowaliémy pojawienie sie
silnych pasm zwigzanych z rozcigganiem wigzan C=0 i NH; z cytozyny i guaniny, dlatego skupitem sie
na parze guanina-cytozyna oraz zmianach molekularnych, ktére mogg byé konsekwencjg
oddziatywania z rodnikiem guaninowym. Jest to podejscie uzasadnione, poniewaz guanina sposrod
wszystkich zasad DNA ma najnizszy potencjat jonizacyjny, co oznacza, ze jest gtdwnym centrum
utleniania DNA [68,69]. Z tego powodu napromienianie DNA prowadzi do powstania duzej ilosci
utlenionej guaniny (Ge). Ponadto rodniki guaninowe mogg powstawa¢ w wyniku naturalnych
procesdw metabolicznych w komédrce [70] lub tez w wyniku przewlektego stanu zapalnego, co

prowadzi¢ moze do nowotworzenia [71].
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W symulacji uzytem metody hybrydowej ONIOM ([72], jedng pare zasad guanina-cytozyna (GC)

traktujac kwantowo metodg B3LYP z bazg 6-311++G(d,p). Reszta oligomeru obliczona byta z uzyciem

klasycznego pola sitowego UFF (ang. Universal Force Field)

[73]. Widma obliczytem dla DNA bez

uszkodzen oraz DNA uszkodzonego, dla ktérego przyjatem trzy modele: DNA z rodnikiem eGy;, *Gn;

lub *Gn1,n2 W parze GC (rysunek 15).
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Rysunek 15. Wzory strukturalne par rodnik guaninowy — cytozyna: *Gn;C (a),

*Gn2C (b) i *Gnyn2C (c) [H11].
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Rysunek 16. Przyktadowe poréwnanie doswiadczalnego widma ramanowskiego DNA napromieniowanego 2 MeV wiqzkq

protondw (panel doiny) z wyliczonym widmem Ramana uszkodzonego DNA z parq *Gni,n2C (panel gérny) [H11].
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Rysunek 17. Schematyczny model teoretycznego ukfadu uszkodzonego DNA (po lewej) z parq eGnin2C (po prawej)

potraktowang kwantowo [H11].

W widmach eksperymentalnych uzyskanych z DNA poddanemu napromienieniu zaobserwowalismy
przesuniecie pasma od drgani rozciggajacych symetrycznych O-P-0 z $=1069 cm™ na #=1017 cm™
(Rysunek 16 16), co Swiadczy o zmianie energii wigzan O—P-0 i wskazuje, ze pewna ilos¢ DNA zmienia
swojg konformacje w wyniku napromieniania. Efekt ten zaobserwowatem w widmach teoretycznych
dla DNA z parami Gn,C i #Gnn2C. Wedtug Zrddet literaturowych, zmiany intensywnosci pasm od drgan
rozciggajacych O-P-0 o czestotliwo$ciach 7=1240 cm™, ¥=1190 cm™ i ¥=1080 cm™ sg zwigzane z
przerwaniem nici DNA, podczas gdy modyfikacje pasm od drgan rozciggajacych C-0O przy ¥=1060 cm™
i 7=880 cm™ wskazujg na zmiane struktury reszty cukrowej [74]. Ponadto dla obliczed modeli
uszkodzonego DNA z parami ¢Gn2C i ®Gn1,n2C zaobserwowatem wzrost odlegtosci miedzy fosforem a
tlenem do wartosci powyzej 2 A dla jednego wigzania w przypadku Gy,C i dwéch wigzan w przypadku
*Gn1n2C. Dtugosé wigzania P-O w estrach fosforanowych powinna miesci¢ sie w przedziale 1,59-1,63 A.
Tak ekstremalny wzrost odlegtosci jest zwigzany z rozszczepieniem fosfodiestréw i peknieciem
szkieletu DNA [75]. Rdwniez kat wigzania O—P-O we wszystkich zoptymalizowanych uszkodzonych
strukturach byt mniejszy niz w kontrolnym DNA (rysunek 17). Zerwanie wigzania wodorowego miedzy
zasadami w parze GC powodowato widoczng w zoptymalizowanych geometrycznie uktadach rotacje
tych zasad wzgledem siebie dla wszystkich zoptymalizowanych struktur uszkodzonego DNA. To z kolei
uniemozliwia wystgpienie oddziatywania warstwowego, jednego ze zjawisk odpowiedzialnych za
utrzymanie stabilnej struktury DNA. Brak stabilnosci DNA moze wyjasnia¢ zerwanie wigzan P-O w
szkielecie DNA i zmiane kata O—P-0. Przesuniecie tzw. pasma utozenia zasad, odpowiadajgcego
drganiu rozciggajgcemu C=0, mozna rowniez wyttumaczy¢ przemieszczeniem zasad wywotanym
ekspozycjg na protony [74], co zaobserwowaliSmy zarédwno w widmach eksperymentalnych, jak i

obliczonych dla wszystkich trzech modeli uszkodzert DNA.

W omawianej pracy wykazaliSmy, ze obecnos¢ rodnika guaninowego w podwadjnej nici DNA, a co za

tym idzie zerwanie wigzania miedzy zasadami azotowymi, ktére moze byé indukowane endogennie lub
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egzogennie, np. przez promieniowanie protonowe, ma istotny wptyw na strukture DNA. Konsekwencjg
moze by¢ zmiana konformacji DNA, a takze pojedyncze lub podwdjne przerwanie nici DNA. Dzieki
wysokiej czutosci spektroskopii Ramana wykryliSmy uszkodzenia radiacyjne DNA spowodowane
ekspozycjg na promieniowanie protonowe o energii kinetycznej 2 MeV. Potaczenie podejscia
teoretycznego i eksperymentalnego dowiodto, ze niewielka zmiana w strukturze zasad budujgcych
DNA, taka jak utlenianie azotu, lokalnie destabilizuje strukture DNA. Ze wzgledu na stabsze
oddziatywanie miedzy zasadami szkielet DNA moze lokalnie zmienia¢ swojg konformacje. Te zmiany
konformacyjne determinujg witasciwosci DNA i mogg wptywac na wrazliwos¢ na promieniowanie, a

wiec na skutecznos¢ radioterapii.

4.7. Podsumowanie wiodgcego osiggniecia naukowego

Opisane osiggniecie naukowe stanowi przyktad aplikacji wybranych narzedzi chemii obliczeniowej w
badaniach dotyczgcych oddziatywan zwigzkéw biologicznie aktywnych w uktadach modelujgcych
uktady zywe i wykorzystania tych obliczen do interpretacji wynikdw uzyskiwanych z metod
eksperymentalnych, co jest podejsciem wpisujgcym sie w najnowsze trendy dominujgce w nauce.
Prowadzone przeze mnie badania dotyczyty oddziatywan miedzyczgsteczkowych zwigzkéw budujacych
btony komodrkowe oraz czgsteczek biologicznie aktywnych wbudowywanych w te bfony, a takze
oddziatywania DNA z przyktadowym lekiem przeciwnowotworowym oraz z promieniowaniem
protonowym. Wpyniki moich obliczen odnoszone byly do eksperymentalnych modeli
dwuwymiarowych, do badania ktdérych wykorzystano technike monowarstw Lagmuira, pomiaru
zmiany elektrycznego potencjatu powierzchniowego, mikroskopie BAM i AFM, spektroskopie PM-
IRRAS i AFM-IR oraz do modeli tréjwymiarowych, gdzie zastosowano spektroskopie ATR-FTIR oraz

Ramana.
Za najwazniejsze rezultaty badan zrealizowanych w ramach opisanego osiggniecia uwazam:

1. Opracowanie uniwersalnej metodyki pozwalajacej na teoretyczne wyznaczenie wartosci
parametru krytycznego upakowania (CPP) dowolnych biologicznie aktywnych zwigzkow
amfifilowych, a takze wyznaczenie po raz pierwszy wartosci tego parametru dla oksysteroli
[H1,H2].

2. Opisanie orientacji 25-OH w modelu btony komérkowej oraz oddziatywan tego oksysterolu z
najwazniejszymi lipidami budujgcymi btony biologiczne: fosfatydylocholing,
fosfatydyloetyloaming, sfingolipidami i cholesterolem [H3,H4,H5].

3. Zbadanie oddziatywan oksysteroli 25-OH, 7B-OH oraz 7-K z cholesterolem oraz ich wptywu na

tratwy lipidowe [H6].
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4. Opracowanie uniwersalnego modelu teoretycznego pozwalajacego obliczy¢ wartosci

momentu dipolowego czasteczek (o dowolnej budowie, zaréwno amfifilowej, jak i nietypowej)

budujgcych monowarstwy [H7,H9].

5. Wpykazanie przydatnosci perfluoroheksyloktanu stosowanego jako substancja zwiekszajgca

dostepnosc cyklosporyny A w wewnetrznej warstwie filmu tzowego [H8].

6. Woyjasnienie sposobu wigzania przeciwnowotworowego leku Pt-103 z czgsteczkg DNA [H10].

7. Wskazanie szlaku uszkodzern DNA poddanego dziataniu promieniowania protonowego [H11].

Wykorzystanie metod chemii obliczeniowej w omdéwionych modelach biologicznych, w potfaczeniu z

tak wieloma metodami eksperymentalnymi pokazuje, ze jest to podejscie o ogromnym potencjale,

mogace by¢ z powodzeniem stosowane w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

4.7.

Omodwienie pozostatego dorobku naukowego

Publikacje sktadajgce sie na pozostaty dorobek naukowy?
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4.7.1. Agregacja amyloidu B

Poza wiodgcym osiggnieciem naukowym, najwazniejszym elementem mojego dorobku naukowego
jest udziat w badaniach dotyczgcym agregacji amyloidu B [D1], bedacej wedtug hipotezy amyloidowe;j,
jedng z przyczyn choroby Alzheimera. Badania te wykonywane byty we wspétpracy z Zaktadem Fizyki
Doswiadczalnej Uktadéw Ztozonych IFJ PAN oraz Zaktadem Fizyki Nanostruktur i Nanotechnologii UJ.
Agregacja amyloidu B prowadzi do gromadzenia sie ztogdw biatkowych w mdzgu pacjenta. Ze wzgledu
na ograniczenia metodologiczne szlak agregacji wciaz nie jest w petni poznany. W omawianym badaniu
po raz pierwszy przedstawilismy metodologie kompletnej rekonstrukcji struktury drugorzedowej
pojedynczych agregatéw amyloidu-B za pomocga spektroskopii Ramana wzmocnionej na ostrzu sondy
skanujacej (ang. tip-enhanced Raman spectroscopy, TERS) w srodowisku cieklym. TERS jest
innowacyjng metodg umozliwiajgcg otrzymywanie widm spektroskopowych z nanometryczng
rozdzielczoscig przestrzenng nawet pojedynczych czgsteczek unieruchomionych na powierzchni [76].
Jest technikg taczacg w sobie zdolnosé rozdzielczg AFM lub skaningowej mikroskopii tunelowej (ang.
scanning tunneling microscopy, STM) z chemiczng selektywnoscia spektroskopii Ramana. Metoda ta
wykorzystuje ostrze prébnika STM lub pokryte metalicznymi nanostrukturami ostrze AFM. Dzieki
kolektywnym ruchom elektronéw (tj. plazmonom) akumulowanym na ostrzu, mozliwa jest modyfikacja
pola elektromagnetycznego $wiatta laserowego, ktéra prowadzi do wzmocnienia rozpraszania
ramanowskiego. TERS to niezwykle czuta metoda, do tej pory rzadko stosowana w badaniach prébek

biologicznych.

Uzyskane w omawianym badaniu widma TERS w cieczy daty lepszg odtwarzalnos¢, a takze wyzszy
stosunek sygnatu do szumu (ang. signal to noise ratio, SNR) niz dane TERS zebrane w suchych
warunkach. Gtéwng rdéznica widmowa byto wyraznie widoczne w Srodowisku ciektym | pasmo
amidowe, nieobecne w widmach uzyskanych w powietrzu. Aby zweryfikowac, czy to obecnosé cieczy
wplywa na przekrdj czynny rozpraszania ramanowskiego dla | pasma amidowego, obliczytem widma
ramanowskie L-alanino-L-fenyloalaniny (Ala-Phe). Obliczenia byty wykonane w trzech wariantach: Ala-
Phe w prdzni, Ala-Phe w obecnosci dwdch czgsteczek wody i Ala-Phe w obecnosci wody modelowanej
jako osrodek ciggty o zadanej wartosci statej dielektrycznej (PCM, ang. polarizable continuum model).

Zoptymalizowane ukfady widoczne sg na rysunku 18. W widmach teoretycznych (rysunek 19) nie
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zaobserwowatem znaczacych rdznic w intensywnosci | pasma amidowego. Na tej podstawie
wywnioskowalismy, ze oddziatywanie z czgsteczkami wody nie wptywa na obecnosé tego pasma w
widmach eksperymentalnych. Jedng z hipotez braku | pasma amidowego w widmach TERS jest
dysocjacja szkieletu peptydowego indukowana przez plazmon [77], co wynika z lokalnie wysokiej
temperatury. Prawdopodobienistwo uszkodzen wywotanych przez elektrony wzbudzone wibracyjnie
(termicznie) jest wieksze niz dla stanu podstawowego. Dzieki ciektemu srodowisku odprowadzanie
ciepta z koncowki sondy skanujgcej jest wydajniejsze, co skutkuje nizszg temperaturg struktury
plazmonicznej powierzchnii utrudnia reakcje plazmonowe. W efekcie sygnat Ramana jest stabilniejszy,

co umozliwia obserwacje | pasma amidowego w widmach amyloidu-.

C

Rysunek 18. Geometrycznie zoptymalizowane struktury A) Ala-Phe w prozni, B) Ala-Phe w obecnosci czgsteczek wody (linie

przerywane reprezentujq wigzania wodorowe) oraz C) Ala-Phe w rozpuszczalniku wodnym.
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1000 1200 1400 1800 1800
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Rysunek 19. Obliczone widma Ramana dla Ala-Phe w prézni (panel dolny), Ala-Phe w prozni z czgsteczkami wody (panel

srodkowy) i Ala-Phe w wodnym rozpuszczalniku (panel gdrny).

Ponadto w widmach teoretycznych zaobserwowatem, ze drgania rozciggajgce wigzan C=0 w prdzni

przy 7=1817 cm™i¥=1743 cm™ odpowiednio dla fenyloalaniny i alaniny, w obecnosci czasteczek wody
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przesuwaja sie odpowiednio do #=1791 cm™ i ¥=1729 cm™. W wyniku geometrycznej optymalizacji
uktadu, czasteczki wody znalazty sie w poblizu grup karbonylowych peptydu, w konsekwencji czego
powstaty wigzania wodorowe. To z kolei ttumaczy przesuniecie w strone mniejszej wartosci liczby
falowej [78—80]. Przesuniecie to byto jeszcze wieksze, gdy zastosowatem model wodnego
rozpuszczalnika. Dodatkowo zaobserwowatem wzrost czestosci drgarh nozycowych NH; w alaninie z
7=1653 cm™ do 7=1673 cm™ po dodaniu do modelu czgsteczek wody, co réwniez mozna wyttumaczy¢
wptywem wigzania wodorowego [80]. Ani dodanie czgsteczek wody, ani wykorzystanie modelu
rozpuszczalnika nie spowodowaty z kolei znaczgcych przesunie¢ w czestotliwosciach drgan

rozciggajacych i nozycowych w pierscieniu aromatycznym fenyloalaniny.

Nasze badania pokazaty, ze technika TERS w cieczy jest skuteczng metoda bezposredniego Sledzenia
agregacji amyloidu-B. Metoda ta pozwolita na obserwacje | pasma amidowego, ktére zwykle nie jest
widoczne w widmach TERS zebranych z suchych prébek biatek i lipiddw, a moje obliczenia pozwolity
na wyjasnienie tego zjawiska. Artykut, w ktérym opisalisSmy wyniki badan, zostat wyrdzniony przez

redakcje czasopisma Angewandte Chemie jako Hot Paper.

4.7.2. Inne osiggniecia naukowe

Ze spektroskopig Ramana wzmocniong na ostrzu sondy skanujacej zwigzany byt réwniez przyznany mi
przez Narodowe Centrum Nauki grant w ramach konkursu Miniatura-5. Projekt pt. ,Optymalizacja
techniki TERS do obrazowania tratw lipidowych w btonach biologicznych” o numerze
2021/05/X/ST4/00264, realizowany byt w latach 2021-2022 we wspodtpracy z Zaktadem Fizyki
Nanostruktur i Nanotechnologii UJ. Jednym z zadan wykonanych w ramach tego projektu byta
optymalizacja parametréow prébnikéw wykorzystywanych w metodzie TERS. Wykorzystatem w tym
celu modele krzemowych préobnikow AFM pokrytych warstwa srebra i ztota o réznej grubosci. Badanie
za pomocy skaningowej mikroskopii elektronowej pozwolito stwierdzi¢ powstawanie jednorodne;j
warstwy srebra oraz niejednorodnosci w postaci ziaren, w przypadku nanoszenia na sonde warstwy
srebra i ztota. Umozliwito to zbudowanie modelu teoretycznego i wykonanie symulacji
komputerowych w celu ustalenia optymalnej grubosci warstw metali. Wykorzystujgc program
COMSOL Multiphysics obliczytem wzmocnienie pola elektromagnetycznego w uktadzie prébnik-
probka-podtoze. Podobne obliczenia, dla uktadu o innej geometrii, opisatem w artykule [D2]. Zostaty
one takze zreferowane na zjezdzie konferencyjnym [K1]. Dzieki tym symulacjom mozliwe byto
zoptymalizowanie grubosci nanoszonych na prébnik warstw, co pozwolito uzyska¢ mozliwie optymalne

wzmocnienie sygnatu TERS oraz zwiekszy¢ SNR w otrzymywanych danych spektralnych.

Waznym elementem mojego dorobku naukowego jest rédwniez wspodtautorstwo przegladu [D3]

omawiajgcego obecny stan wiedzy na temat struktury i sktadu molekularnego, a takze przestrzennego
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rozmieszczenia lipidéw i ich organizacji w biologicznych btonach lipidowych oraz wptywu na te uktady

zwigzkéw aktywnych biologicznie.

Efektem pracy naukowe] realizowanej w obrebie Zaktadu Biofizyki Farmaceutycznej U} CM byta
publikacja [D4], w ktérej dokonaliémy wyprowadzenia i omdéwienia wzoru na objetos$¢ dystrybucji w
stanie stacjonarnym w ramach farmakokinetyki niezaleznej od modelu, wskazujac na brak poprawnego
wyprowadzenia w literaturze. Dodatkowo, w ramach wspétpracy z Zaktadem Farmakokinetyki i Terapii
Monitorowanej Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego opublikowalismy artykut na temat badan
populacyjnych farmakokinetyki lewodopy stosowanej wraz z ropinirolem w leczeniu choroby

Parkinsona osdb z zaburzeniami motorycznymi [D5].

W ostatnim czasie opublikowany zostat artykut opisujacy nasze dalsze badania nad wptywem struktury

oksysteroli na ich aktywnos¢ biologiczng [D6].

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa

realizowang w wiecej niz jednej uczelni lub instytucji naukowej

W 2009 roku wyjechatem na dwumiesieczny staz na Uniwersytet Waterloo w Kanadzie, gdzie zostatem
zatrudniony w grupie profesora Hartwiga Peemoellera jako research assistant. Zajmowatem sie tam
badaniem wymiany chemicznej protonéw w roztworach nadtlenku wodoru wykorzystujgc techniki
spektroskopowe i relaksacyjne NMR. Uzyskane wyniki zaprezentowatem na dwdch konferencjach
naukowych [81,82] oraz wykorzystatem podczas pracy nad doktoratem. Wiedza i umiejetnosci, ktére
zdobytem badajgc ten prosty uktad modelowy, pozwolity na dalszym etapie kariery naukowej

zastosowac wymiane chemiczng do zobrazowania dystrybucji lekow in vitro.

W pazdzierniku 2014 roku skorzystatem z mozliwosci zatrudnienia na Wydziale Farmaceutycznym
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego, na stanowisku asystenta z doktoratem w Zaktfadzie
Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej. Poczatkowo w pracy naukowej korzystatem z tych samych
technik, co w trakcie badan zwigzanych z mojg praca magisterskag oraz doktorskg, to jest ze
spektroskopowych i relaksacyjnych metod NMR. Tym razem wykorzystywatem je do obrazowania
dystrybucji lekdw. Pomyst opierat sie na zastosowaniu nowatorskiej metody obrazowania CEST (ang.
chemical exchange saturation transfer), wykorzystujgcej transfer nasycenia pomiedzy protonami z
grup OH, NH lub NH; a protonami wody otaczajacej czasteczki zawierajgce te grupy funkcyjne, co
mozna uzy¢ do tzw. naturalnego znakowania zwigzkéw chemicznych. Projekt realizowatem w ramach
wspotpracy z Zaktadem Tomografii Magnetyczno-Rezonansowej Instytutu Fizyki Jadrowej PAN.
Badania ktore tam wykonatem zaowocowaty trzema doniesieniami konferencyjnymi [K2-K4]. W

miedzyczasie we wspdtpracy z Zaktadem Radiospektroskopii UJ opublikowalismy dwa artykuty [D7,D8]
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zwigzane tematycznie z mojg rozprawg doktorskg [83]. Dotyczyty one zastosowania relaksometrii NMR

do badan uwodnienia komplekséw DNA z lipidami.

W roku 2016 ponownie wyjechatem na Uniwersytet Waterloo, gdzie w tej samej grupie badawczej
zatrudniono mnie na 6 miesiecy jako postdoctoral fellow. Tym razem zajmowatem sie badaniem
nanostozkéw weglowych, ktére mogg byé wykorzystane jako DDS np. lekéw przeciwnowotworowych
[84]. Wykorzystujac techniki NMR skupitem sie na badaniu dynamiki uwodnienia tych uktadéw, co jest

zagadnieniem istotnym z punktu widzenia na przyktad optymalizacji ich hydrofobowosci.

Po powrocie do Polski ponownie rozpoczatem prace na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM, tym razem
w nowo powstatym Zaktadzie Biofizyki Farmaceutycznej, gdzie w lutym 2019 roku zostatem
awansowany na stanowisko adiunkta. Moje zainteresowania naukowe skierowaty sie w strone
zagadnien teoretycznych i zastosowan metod obliczeniowych w naukach farmaceutycznych. Po
rozpoczeciu wspotpracy z Zaktadem Chemii Ogélnej UJ oraz Zaktadem Fizyki Doswiadczalnej Uktadow
Ztozonych IFJ PAN, a nastepnie Zaktadem Fizyki Nanostruktur i Nanotechnologii UJ otrzymywatem
granty obliczeniowe w ramach Polskiej Infrastruktury Gridowej PI-Grid, co umozliwito mi uzyskanie
wynikéw sktadajgcych sie na omdéwione wczesniej osiggniecie naukowe. W 2017 zostatem zatrudniony
w Instytucie Fizyk Jgdrowej PAN w Krakowie jako wykonawca w projekcie realizowanym w ramach
grantu NCN o numerze 2014/13/D/NZ1/01014. Moim zadaniem byto teoretyczne zbadanie struktury
DNA z réznymi typami uszkodzen. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w artykule [H11] wtgczonym

do przedstawionego wczesniej osiggniecia.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujgcych nauke.
Z Wydziatem Farmaceutycznym UJ CM jestem zwigzany od 2011 roku, kiedy to zaczgtem prowadzi¢ na
¢wiczenia z biofizyki dla studentédw farmacji oraz ¢wiczenia i seminaria z biofizyki medycznej dla
studentéw analityki medycznej. W 2014 opracowatem i prowadzitem wyktad i éwiczenia z matematyki
dla studentdw analityki medycznej. Od 2017 roku prowadze ze studentami tego kierunku éwiczenia z
przedmiotu statystyka z elementami matematyki, a od 2021 roku jestem jego koordynatorem. Jestem
takze wspdtautorem skryptu z tego przedmiotu, a takze skryptu do ¢éwiczen z biostatystyki dla
doktorantéw. W 2015 i 2016 roku prowadzitem ¢wiczenia z farmakokinetyki i bytem wspétautorem
materiatow dydaktycznych dla studentéw. Prowadzitem réwniez éwiczenia z przedmiotow informatyka
dla studentéw farmacji oraz technologie informacyjne i statystyka medyczna dla studentéw analityki

medycznej. W 2017 uczestniczytem w opracowaniu sylabusu nowego kursu zjawiska fizyczne w
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kosmetologii dla studentéw kosmetologii i do dzisiaj prowadze seminaria z tego przedmiotu. Bytem

promotorem dwdch prac magisterskich z analityki medycznej, pt.:

e, Perspektywy wykorzystania techniki *H MRI do obrazowania dystrybucji lekéw”,

e Zastosowanie spektroskopii Ramana w diagnostyce medycznej”
i 1 pracy magisterskiej z kosmetologii, pt.:
e ,Zastosowanie metod fizycznych do redukgc;ji tkanki ttuszczowej”.

Podczas pobytu na stazu podoktorskim na Uniwersytecie Waterloo w Kanadzie uczestniczytem w
kilkudniowych warsztatach pt. ,Teaching Development Seminar Series” organizowanych przez Centre
of Teaching Excellence Uniwersytetu Waterloo. Wygtositem tam réwniez goscinny wyktad w ramach
cyklu , Electricity and magnetism for life and medical physics”. W 2018 roku ukonczytem organizowane
przez Biuro Doskonalenia Kompetencji UJ warsztaty dydaktyczne pt. ,Podstawy dydaktyki

akademickiej”.

7. Inne informacje dotyczace jego kariery zawodowej

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk fizycznych, w lutym 2014 roku rozpoczatem prace w HTA
Consulting, firmie specjalizujacej sie w ocenie skutecznosci lekdw, wyrobow medycznych oraz metod
diagnostycznych. Pracujac na stanowisku mtodszego analityka, bratem udziat w tworzeniu metaanaliz
poswieconych skutecznosci lekdw. Miatem okazje uczestniczy¢ w szkoleniach poswieconych ocenie
technologii medycznych i poznaé z bliskiej perspektywy procesy rejestracji i aplikacji o refundacje
lekéw. Bytem takze jednym z autorédw raportu poswieconego sytuacji oséb chorych na WZW typu C
(wirusowe zapalenie watroby typu C), standardom leczenia oraz profilaktyce zakazen wirusem
powodujgcym te chorobe w dwczesnej Polsce [D9]. Pozycja ta byta elementem szerszej kampanii
majacej na celu zwiekszenie swiadomosci niebezpieczenstwa zakazenia HCV (ang. hepatitis C virus),
oraz  potrzebie  wprowadzenia refundacji nowoczesnych terapii  bezinterferonowych,
charakteryzujacych sie wysokga skutecznoscig i niepowodujacych ucigzliwych skutkéw ubocznych. W
tamtym czasie w Polsce wykrywalnos¢ WZW typu C byta na niskim w poréwnaniu z innymi krajami
europejskimi poziomie, a refundacja (poza waskimi grupami pacjentdéw) obejmowata jedynie leczenie
polegajgce na podawaniu pegylowanego interferonu w potaczeniu z rybawiryng. Praca nad raportem

zaowocowata pdzniejszg publikacjg o tej samej tematyce [D10].
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Wykaz skrotow

Zwigzki chemiczne

24-0OH — 24(S)-hydroksycholesterol

25-OH — 25-hydroksycholesterol

27-0OH — 27-hydroksycholesterol

70-OH — 7a-hydroksycholesterol

7B-0OH — 7B-hydroksycholesterol

7-K — 7-ketocholesterol

A —adenina

Ala-Phe — L-alanino-L-fenyloalanina

C—cytozyna

CHOL — cholesterol

CsA — cyklosporyna A

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
DAPC — 1,2-diarachidooleilo-sn-glicero-3-fosfocholina
DOPC — 2-dioleilo-sn-glicero-3-fosfocholina

DPPC — 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
DPPE — 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina
DPPS —1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfoseryna
DSPC —1,2-distearoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

FsHs — perfluoroheksyloktan: F(CF2)s(CH2)sH

F1oH10 — perfluorodecylodekan: F(CF2)10(CH2)10H
F10H10COOH — kwas perfluorodecyloundekanowy
F10H100H — perfluorodecylodekanol
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F1o0H10SH — perfluorodecylodekanotiol

G —guanina

GM1 — gangliozyd

PC —fosfatydylocholina

PE — fosfatydyloetanoloamina

POPC — 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina

POPE — 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina
SM — sfingomielina

T —tymina

Pozostate

AFM — mikroskopia sit atomowych (ang. atomic force microscopy)

AFM-IR — nanospektroskopia w podczerwieni potgczona z mikroskopig sit atomowych (ang. atomic force
microscopy-based infrared spectroscopy,

ATR-FTIR — fourierowska spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni (ang. attenuated total
reflectance — Fourier-transform infrared spectroscopy)

B3LYP —tréjparametrowy funkcjonat Becke’go z cztonem korelacyjnym Lee-Yanga-Parra

BAM — mikroskopia kata Brewstera (ang. Brewster angle microscopy)

BSSE — btad superpozycji bazy (ang. basis set superposition error)

CEST - transfer nasycenia z wymiang chemiczng (ang. chemical exchange saturation transfer)

CP — poprawka wyréwnujaca (ang. counterpoise correction)

CPP — parametr krytycznego upakowania (ang. critical packing parameter)

cryo-EM — transmisyjna kriomikroskopia elektronowa (ang. cryogenic electron microscopy)

DDS - system dostarczania lekow (ang. drug delivery system)

DFT — teoria funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory)

EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny (ang. electron paramagnetic resonance)

ESP — potencjat elektrostatyczny (ang. electrostatic potential)

FF — pole sitowe (ang. force field)

FTIR — spektroskopia fourierowska w podczerwieni (ang. Fourier-transform infrared spectroscopy)
GAFF — ang. General Amber Force Field

HCV — wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus)

HF — metoda Hartree’ego-Focka

MD — dynamika molekularna (ang. molecular dynamics)

NMR — magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)

PCM — model polaryzowalnego kontinuum (ang. polarizable continuum model)

PM-IRRAS - refleksyjno-absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni z modulacjg polaryzacji (ang. polarization
modulation — infrared reflection-absorption spectroscopy)

RDF — funkcja rozktadu radialnego (ang. radial distribution function)

RESP — potencjat elektrostatyczny z wiezami (ang. restrained electrostatic potential)

SNR — stosunek sygnatu do szumu (ang. signal to noise ratio)

STM — skaningowa mikroskopia tunelowa (ang. scanning tunneling microscopy)

UFF — ang. Universal Force Field

QTAIM — kwantowa teoria atomow w czgsteczkach (ang. quantum theory of atoms in molecules)
WZW typu C — wirusowe zapalenie watroby typu C
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