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“Hyvéni kolesterolina” tunnetun HDL-hiukkasen (high density lipoprotein) ominaisuuk-
sia tutkittiin laskennellisten molekyylidynamiikkasimulaatioiden avulla. Lipoproteiinit
ovat rasva-aineista, eli lipideistd, ja proteiineista koostuvia hiukkasia, jotka kuljettavat
kolesterolia ihmisen kehossa, ja ovat siten merkittivid tekijoitd sydédn- ja verisuonisai-
rauksien synnyssd. HDL on lipoproteiineista tihein ja pienin. Se kuljettaa kolesterolia
pois verisuonista, ja siten ehkdisee verisuonien tukkeutumista. Pienen koon takia HDL-
hiukkasten kokeellinen tutkimus on haasteellista, ja esimerkiksi proteiinien rakennetta
hiukkasen pinnalla ei tidysin tunneta.

Eris mielenkiintoinen ominaisuus on hiukkasen zeta-potentiaali. HDL-hiukkasen pin-
nalla olevat proteiinit ovat negatiivisesti varautuneita, joten HDL vaikuttaa sitd ympéa-
roivien ionien jakaumaan. Se vetdid vastaioneja puoleensa, jolloin niisti muodostuu sen
pinnalle kerros, joka liikkuu hiukkasen mukana. Sdhkostaattinen potentiaali tdimén ker-
rostuman pinnalla voidaan kokeellisesti mitata, ja sitid kutsutaan zeta-potentaaliksi.

Aiempien tutkimusten ja kirjallisuudesta saadun tiedon perusteella HDL-hiukkasesta
rakennettiin kaksi hieman eri kokosta atomitason tietokonemallia. Malleja tutkittiin mole-
kyylimallinnusohjelmalla, ja niiden tdrkeimmét ominaisuudet miiritettiin. Tuloksia ver-
rattiin muihin tutkimuksiin, ja mallien todettiin vastaavan todellisuutta suureksi osin mel-
ko hyvin. Zeta-potentiaali miéritettiin erddssd toisessa tutkimuksessa kehitettyd mene-
telmid kiyttden, mutta tulokset eivit vastanneet kirjallisuudessa esiintyvid arvoja. Eron
syytd pyrittiin selvittiméin tarkastelemalla zeta-potentiaaliin vaikuttavia ilmigitéd, kuten

polaaristen vesimolekyylien orientoitumista.



II

ALKUSANAT

Allekirjoittanut kiittdd ohjauksesta Ilpo Vattulaista sekd Topi Karilaista, joka on periaat-
teessa toiminut timén kandidaatintyon pohjana olevan projektin ohjaajana. Kiitokset zeta-
potentiaalin laskemiseen kaytettdvisti koodista ja sen kidyton opastuksesta kuuluvat Hec-
tor Martinez-Searalle. Kiitokset my0s entisille ja nykyisille Batcaven tyypeille ym. kolle-
goille avusta, vinkeistd ja hyvistid seurasta.

Hervannassa, 12.5.2016

Heikki Mikkolainen



III

SISALLYS
1. Johdantol . . . . . . . .. 1
/2 5 15 5 2
[2.1  Kaiinteinen kolesterolin kuljetus| . . . . . ... ..o 3
2.2 Proteiinien konformaatiol . . . . . ... ... o 000000000 3
2.3  Zeta-potentiaali{ . . . . ... .o oo 4
3. Menetelmatl . . . . . . .. ... 5
(3.1 Molekyylidynamukkal . . . . .. ... ... ... ... ... ...... 5
(3.2 Analyysimenetelmdtl . . .. .. ... ... ... ... ... .. ... 6
[(3.2.1 HDL:nkokojarakenne| . . . .. ... ... .. ... ........ 6
[3.2.2  Fostolipidikerroksen ominaisuudet . . . . . . .. ... ... .. .. 7
[3.2.3  Proteiinien konformaatiol . . . . . . . . ... ... 8
[3.2.4  Sahkostaattinen potentiaal{ . . . . . ... oo L0000 8
4. Systeemit ja simulaatiot| . . . . . .. ... ... Lo o 10
4.1 Voimakenttd, algoritmit ja parametrit) . . . . . . . .. ... ... 11
BTulokSel . . o o v v o e e e 13
[5.1 HDL:nkokojarakennel . . . . . ... ... ... .. ..., . 13
5.2 Proteiinien konformaatiol . . . . . . ... ... Lo oL 15
[5.3  Sdhkostaattinen potentiaalll . . . . . ... oo 16
6. Yhteenvetdl . . . . . ... 19



1. JOHDANTO

Lipoproteiinien on jo pitkdén tiedetty olevan merkittiva tekijid sydidn- ja verisuonitautien
synnyssd. Lipoproteiineista tiheimmélld eli HDL:114 on huomattu olevan niilté sairauksil-
ta suojaava vaikutus. Téstd syystd HDL on saanut lempinimen “hyvi kolesteroli”. Vaikka
lipoproteiineja on tutkittu jo vuosikausia, niiden rakenne ja toimintaperiaate on edelleen
osittain epdselvd. Pieni koko ja monimutkainen koostumus lienevit suurimmat ongelmat
etenkin HDL:n kokeellisessa tutkimuksessa.

Tiassd kandidaatintydssd perehdytddn HDL-hiukkasten ominaisuuksiin molekyylidy-
namiikkasimulaatioden avulla. Tyossd on tehty HDL:sta atomistinen malli, jonka ominai-
suuksia tutkitaan. Aiheesta on aiemmin tehty useita vastaavia tutkimuksia [36]][24], mutta
valtaosassa niistd on kiytetty ns. karkeistettuja malleja. Kiekkomaisista HDL-hiukkasista
on tehty my0s atomistisia simulaatioita, mutta tdssi tydssd keskitytdin nimenomaan pal-
lomaisiin hiukkasiin. Erityisesti tdssd tydssd tutkitaan proteiinien konformaatiota HDL:n
pinnalla ja HDL:n sidhkdstaattisia ominaisuuksia.

Kahden hieman erikokoisen HDL-hiukkasen ominaisuuksia verrataan toisiinsa, seki
muiden laskennallisten ja kokeellisten tutkimusten tuloksiin. Hiukkasten zeta-potentiaali
midritetddn kiyttden Heikkildn ym. artikkelissa [12] esiteltyd menetelmii. Lopuksi tut-

kitaan kuinka esimerkiksi vesimolekyylien orientoituminen vaikuttaa zeta-potentiaaliin.



2. HDL

Ateroskleroosi eli valtimonrasvoittumistauti on edelleen erids suurimmista kuoleman ai-
heuttajista ldnsimaissa. Merkittdvimpii riskitekijoitd ovat korkea verenpaine, diabetes, li-
havuus, tupakointi ja veren korkea kolesterolipitoisuus [31]. Ateroskleroosissa valtimon
sisdpinnalla olevan kalvon alle kerdiintyy kolesterolia. Ajan myoti kolesterolikertyma, eli
plakki, kasvaa niin suureksi, ettd se alkaa haitata veren virtausta. Plakki voi my0s revetd,
miki aiheuttaa suonen tukkiutumisen.

Hyvin hydrofobisena molekyylini kolesteroli ei sinélldin liukene vereen, joten se kul-
keutuu verisuonistossa lipoproteiineiksi kutsuttujen hiukkasten mukana [35]]. Lipopro-
teiinit ovat lipideistd, eli rasva-aineista, ja proteiineista koostuvia kokonaisuuksia, jotka
liukenevat veteen proteiinien polaarisuuden ansiosta. Lipoproteiinin rakenne on esitetty
kuvassa [2.1] Hydrofobiset lipidit, kuten triglyseridit ja kolesteryylioleaatit, muodostavat
lipoproteiinin ytimen. Hydrofobisen ytimen pinnalla on kerros amfipaattisista lipidejd,
kuten fosfolipideji, joissa hydrofiiliseen pddaryhméén on liittynyt hydrofobisia hiiliketju-
ja. Lipideistid koostuvan rakkulan pinnalle on kiinnittynyt apolipoproteiineiksi kutsuttu-
ja amfipaattisia proteiineja. Apolipoproteiinit jactaan useampaan alaluokkaan, joista tir-
keimmit ovat levymadinen apolipoproteiini B ja alfa-heliksinen apolipoproteiini A.

Lipoproteiinit voidaan jakaa tiheyden perusteella kolmeen luokkaan: HDL (high den-
sity lipoprotein), LDL (low density lipoprotein) ja VLDL (very low density lipoprotein).
Apolipoproteiini A muodostaa HDL-hiukkasia ja apolipoproteiini B muodostaa LDL-
hiukkasia. Useiden tutkimusten mukaan veren korkea HDL-pitoisuus madaltaa riskié sai-
rastua ateroskleroosiin, koska HDL kuljettaa kolesterolia verisuonistosta maksaan hivi-
tettdviksi [31]. LDL tunnetaan yleisesti “pahana kolesterolina”, silld se edesauttaa ate-
roskleroosin syntymisti kuljettamalla kolesterolia valtimoihin.

HDL hiukkaset voidaan vield tarkemmin erotella viiteen eri alaluokkaan. Nami luokat
ovat tiheimmaistd alkaen lueteltuna HDL3., HDL3y,, HDL3,, HDL,, ja HDLjy,. Tiheyden
lisdksi eri alaluokkiin kuuluvat HDL-hiukkaset eroavat toisistaan lipidi- ja proteiinikoos-
tumukseltaan. [4][11]]
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Kuva 2.1: Lipoproteiinin rakenne [2].

2.1 Kaanteinen kolesterolin kuljetus

Maksa tuottaa apoA-I -apolipoproteiinia, joka on HDL-hiukkasien tédrkein proteiinikom-
ponentti. ApoA-I vapautuu veriplasmaan jossa se muodostaa fosfolipidien kanssa nuoria
HDL hiukkasia. Fosfolipidit pyrkivit amfipaattisen luonteensa takia muodostamaan kak-
soiskalvon, jossa kalvojen hydrofobiset puolet ovat vastakkain. ApoA-I kietoutuu kak-
soiskalvorakenteen ympdrille, ja ndin muodostuu kiekkomainen rakenne. Ndma hiukka-
set kerddvit kolesterolia verisuonien seinimiin kerdintyneestd plakista.

LCAT-entsyymi (Lecithin—cholesterol acyltransferase) muuttaa kolesterolin koleste-
ryyliesteriksi. Kolesteryyliesterit ovat hyvin hydrofobisia molekyylejd, joten ne pyrkivit
kaksoiskalvorakenteen sisddn. Tédlloin HDL-hiukkanen paisuu, ja kiekkomainen rakenne
muuttuu pallomaiseksi. HDL kuljettaa kolesteroliesterin maksaan, jossa se liittyy SRB1-
reseptoriin (scavenger receptor class B member 1) ja vapauttaa lastin. HDL voi my0s
siirtdd kolesteryyliestereitd muihin lipoproteiineihin CETP-proteiinin (cholesteryl ester

transfer protein) vélitykselld. [23]]

2.2 Proteiinien konformaatio

ApoA-I on 243 aminohapon pituinen varauksellinen apolipoproteiini, jossa varsinkin ami-
nohapot 44-243 ovat sekundaarirakenteeltaan pddasiassa alfa-heliksid [27]. Pallomaisessa
HDL-hiukkasessa noin 76-80 prosenttia apoA-I -proteiinista on alfa-heliksid [17]]. He-
liksi on hyvin amfipaattinen, eli heliksin toisella puolella on enimmékseen hydrofobi-
sia aminohappoja, kun taas toinen puoli koostuu Idhinné polaarisista aminohapoista [28]].
Kiekkomaiset HDL-hiukkaset koostuvat noin 160 lipidistd, ja useimmiten kahdesta apo-
lipoproteiinista. Kahden proteiinin vilisten sidosten perusteella proteiinit todennidkdisesti
muodostavat lipidien ympdrille “kaksoisvyon” siten ettd ettd ne asettuvat vierekkdin vas-
takkaissuuntaisesti. [27]]

Pallomaisissa HDL-hiukkasissa on kolmesta viiteen apolipoproteiinia, mutta tutkimus-

ten mukaan niiden viliset kontaktit ovat silti vastaavanlaisia kuin kiekkomaisen HDL:n
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kaksoisvyomallissa. Tdmin voisi selittdd rakenne, jossa toinen puoli kaksoisvyostd pur-
kautuu ja proteiinit erkanevat toisistaan. Siten proteiinit voivat muodostaa sidoksia mui-
den apolipoproteiinien kanssa. Ndin muodostuu hikkimdinen rakenne, jossa kaikilla pro-
teiineilla voi niiden lukumédristd riippumatta olla samankaltaiset sidokset toisiin pro-
teiineihin. [28] Mikéli apolipoproteiinit muodostaisivat téllaisen rakenteen tdysin suo-
ristettuina, olisi niiden muodostaman ‘“hdkin” arvioitu halkaisija suurempi kuin HDL-
hiukkasen halkaisija. Hdkin voidaan kuitenkin olettaa vddntyvin tai kiertyvin siten ettad
sen koko tdsméaia HDL:n kokoon. [[17]]

2.3 Zeta-potentiaali

Varaukselliset hiukkaset, kuten HDL, vaikuttavat ionien jakaumaan hiukkasen ympérilla.
Vastaionien konsentraatio kasvaa pinnan ldheisyydessi, ja ympérdivisti nesteestd muo-
dostuu kaksoiskerros. Sisempi kerros on Stern-kerros, jossa ionit ovat sitoutuneet tiukas-
ti kiinni hiukkaseen. Ulommassa kerroksessa ionit ovat sitoutuneet hiukkaseen 16yhem-
min ja voivat litkkkua vapaammin, mutta kulkeutuvat kuitenkin hiukkasen mukana. Ndiden
kerrosten rajapintaa kutsutaan Stern-pinnaksi. Uloimman kerroksen ulkopintaa taas kut-
sutaan liukupinnaksi (engl. slipping plane), ja sdhkostaattinen potentiaali tédlld pinnalla
on zeta-potentiaali. Zeta-potentiaalin suuruus kertoo hiukkasten taipumuksesta kerdintya
rykelmiksi. Jos zeta-potentiaali on hyvin positiivinen (tai hyvin negatiivinen), hiukkaset
hylkivit toisiaan, eikd rykelmid muodostu. Yleisesti ottaen zeta-potentiaalin ollessa yli
+30 mV tai alle —30 mV, voidaan seosta pitdd stabiilina.

Kokeellisesti zeta-potentiaali voidaan médrittdd esimerkiksi tutkimalla hiukkasten elek-
troforeettista liikkkuvuutta. Kokeellisen menetelmin tehdyn tutkimuksen mukaan HDL:n
zeta-potentiaali olisi —12,4 +0.1 mV [38]. Toisen ldhteen mukaan HDL:n pintapotenti-
aali (engl. surface potential), eli potentiaali hiukkasen todellisella pinnalla, olisi —11,0
mV (HDL;) tai —11,5 mV (HDL3) [29].



3. MENETELMAT

Kaikki tydssi tehty tutkimus on tehty laskennallisin menetelmin. Simulaatioiden laske-
miseen sekd niiden analysointiin kédytettiin GROMACS-ohjelmistoa. Kédytdssi oli ohjel-
miston versio 4.6. Laskuja suoritettiin seki Tieteen tietotekniikan keskuksen (CSC) ettd
Tampereen teknillisen yliopiston omilla supertietokoneilla. Simuloitujen systeemien vi-
sualisointiin kdytettiin VMD-ohjelmaa [18]. Laskennallisesti raskaita analyysejd nopeu-
tettiin rinnakkaistamalla ajoja GNU Parallel -ohjelmalla [30]]. Tulosten késittelyd varten
kirjoitetuissa skripteissd hyodynnettiin NumPy-pakettia [32].

3.1 Molekyylidynamiikka

Molekyylidynamiikka (MD) on tietokonesimulaatiomenetelmad, jolla monimutkaisia sys-
teemejd voidaan mallintaa atomitasolla. Molekyylidynamiikassa ratkaistaan numeerisesti
Newtonin liikeyhtdlot kullekin systeemin atomille, jolloin voidaan seurata systeemin evo-
luutiota ajan kuluessa.

Klassisessa molekyylidynamiikassa atomien vélisid vuorovaikutuksia kuvaa potenti-

aalifunktio, joka on yleensd muotoa

a

U(l’h..- ,rN) = Z El(li—li())z
sidokset

b.

+ Z 51(9,'—9,‘())2

kulmat

+ Z (14 cos(nw; — ;)]

tOI'SlO

12 ..\ 6
(¢ (0
() ()
atomiparit ij Tij
+ ¥ 14

atomiparit  T1J

(3.1)

Kolme ensimmadisté termid ovat molekyylin sisdisid vuorovaikutuksia. Atomien vilisten
kovalenttisten sidosten venymisti ja taipumista kuvataan siis harmonisina potentiaaleina.
Neljds termi kuvaa atomien vilisid repulsiivisia ja attraktiivisia dispersiovuorovaikutuk-
sia Lennard-Jones -mallin mukaisesti. Viides termi kuvaa atomien vilisid sdhkostaattisia
vuorovaikutuksia. [1]] Potentiaalifunktiossa esiintyvit vakiot saadaan kédytetystd voima-
kentéstd, joita on kehitetty erilaisia. Tédssd tyossd on kiytetty OPLS (Optimized Potentials
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for Liquid Simulations) voimakenttdi.
Potentiaalifunktiosta saadaan laskettua atomeihin vaikuttavat voimat systeemin tilan

perusteella
Fi = _Vr,-U(rl;"' ,I‘N). (32)

Kun atomiin vaikuttavat voimat tunnetaan, voidaan laskea sen kiihtyvyys, misti taas voi-
daan laskea sen nopeus. Kun nopeus tunnetaan, voidaan laskea, mikd on atomin sijainti
lyhyen aika-askeleen & kuluttua

ri(t+0t) =r;(t) — v;(r)ot. (3.3)

Aika-askeleen kuluttua atomien sijainnit ovat muuttuneet hieman, joten myds atomeihin
vaikuttavat voimat ovat muuttuneet. Voimat lasketaan uudelleen, ja taas miéritetdin ato-
mien sijainnit pienen aika-askeleen kuluttua. Tétd algoritmia toistamalla saadaan laskettua

atomien liikeradat systeemissé.

3.2 Analyysimenetelmat

Simulaatioista saadun datan analysointia varten tulee GROMACS-ohjelmiston mukana
useita valmiita analyysiohjelmia. Térkein simulaatiosta tallennettava tieto on atomien
koordinaatit simulaation aikana. Tdmén tiedon perusteella voidaan jo péételld tai laskea
monia asioita, kuten esimerkiksi tutkittavien kappaleiden koko.

3.2.1 HDL:n koko ja rakenne

HDL:n rakennetta voidaan tutkia radiaalisen jakauman (engl. radial distribution function,
RDF) avulla. Radiaalinen jakaumafunktio g(r) kertoo suhteellisen todenniko6isyyden 16y-
tad hiukkanen etdisyydelld r maaritysta pisteestd, tdssa tapauksessa HDL:n keskipisteesta.
RDF maéiritelldédn seuraavasti:

(p(r))

g(r) - <p>l()kaali

, (3.4)

jossa (p(r)) on hiukkasten tiheys etdisyydelld r ja (p) on hiukkasten keskimézréi-

lokaali
nen tiheys kaikilla etdisyyksilld. [6] RDF:n laskemiseen kéytettiin GROMACS-paketin
g_rdf-ohjelmaa, joka jakaa tutkittavan systeemin dr:n paksuisiin pallokuoriin ja laskee
ndiden hiukkastiheydet. Samalla tulee laskettua myos normalisoimaton radiaalinen tiheys
etdisyyden r funktiona. Laskemiseen kiytetddn tiheyksien keskiarvoa mahdollisimman
pitkiltd aikavalilta.

Gyraatiosidde on nelidllinen keskiarvo kappaleen osien etdisyyksistd massakeskipis-
teestd. Sitd kdytetddn usein proteiinien kompaktiuden mittana. GROMACS:n tyokalu g_-
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gyrate laskee gyraatiositeen R, seuraavasti:

1120\ 1/2
Rgz(—z"g’lm‘) , (3.5)

jossa m; on atomin i massa ja r; on atomin sijainti suhteessa koko molekyylin massa-
keskipisteeseen. [[6] Gyraatiosdteen avulla on helppo vertailla hiukkasia toisiinsa, mutta
se el ole erityisen hyvé suure kuvaamaan hiukkasen todellista kokoa, joten kiytetédén jo-
tain jarkevdmpid tapaa arvioida hiukkasen koon arviointiin. Mééritetddn hiukkasen sidde
tutkimalla HDL:n atomien radiaalista tiheyttd suhteessa vesimolekyylien radiaaliseen ti-
heyteen systeemissid. Hiukkasen sidde olkoon etdisyys, jota kauempana veden atomitiheys

on suurempi kuin HDL:n atomitiheys.

3.2.2 Fosfolipidikerroksen ominaisuudet

Lipidien jarjestysparametri (engl. order parameter) on lipidikalvon jirjestyneisyyttd ku-
vaava suure, joka voidaan kokeellisesti médrittdd NMR-mittausten avulla. Jirjestyspara-

metri lipidin hiiliketjun hiilelle on mééritelty seuraavasti:

3c0s2@— 1
Scp = <f>, (3.6)

missd O on hiili-vety -sidoksen ja lipidikalvon normaalin vilinen kulma. [34]] Kulmasu-
lut tarkoittavat tdssd keskiarvoa ajan suhteen. Simulaatioista jirjestysparametri voidaan
méidrittdd g_order-ohjelmalla, joka pystyy huomioimaan myds lipidikalvon kaarevuuden.

Fosfolipikalvon paksuus voidaan méirittdd fosfolipidin pddryhmin ja hiiliketjun paéan
vilisend etdisyytend. Paaryhmén fosforiatomin keskimédrdinen etdisyys HDL:n keskipis-
teestd midritetddn g_rdf-ohjelmalla lasketusta jakaumasta integroimalla. Vastaavasti méa-
ritetddn fosfolipidin snl-hiiliketjun viimeisen hiiliatomin keskimé@éridinen etédisyys. Néi-
den erotuksesta saadaan arvio fosfolipidikalvon paksuudesta.

Lipidipaaryhmékohtaisen pinta-alan (engl. area per lipid headgroup) mairittiminen
HDL:n kaltaiselle kappaleelle on haasteellinen tehtivd. HDL:n pinta on hyvin rosoinen
ja epdasymmetrinen, joten on hankala miirittdd kappaleelle sdde jonka mukaan pinta-ala
lasketaan. Liséksi pienen koon takia pienikin virhe voi muuttaa tulosta merkittavésti. Tis-
sd tyossi sidteeksi R valitaan fosfolipidien padryhmén fosforiatomin keskimiirdinen etii-
syys HDL:n keskipisteestid. Osa kappaleen pinnasta proteiinien peitossa, miki tdytyy ottaa
huomioon. Fosfolipidien osuus kappaleen pinnasta arvioidaan atomitiheyksien perusteel-
la. Jos fosfolipidiatomien tiheys etdisyydelld » HDL:n keskipisteestd on ppopc(7) ja pro-
teiiniatomien tiheys vastaavasti Pproteiini (7), voidaan lipidipaéryhmikohtainen pinta-ala A
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laskea kaavalla

R®>  Propc(r)
= — X —F

A ;
N Pproteiini (R)

(3.7)
missd N on lipidien méira kalvossa.

SASA (Solvent accessible surface area), eli liuottimen saavutettavissa oleva pinta-ala,
on kappaleen pinta-ala, joka on sitd ympardivin liuottimen saavutettavissa. SASA méaa-
ritetddn vierittimalld pallon muotoista testikappaletta molekyylin van der Waals -pintaa
pitkin. Reitti, jota pitkin pallon keskipiste kulkee, maardd SASA:n. [9]] Laskemalla SA-
SA kullekin hiukkasen komponentille, voidaan méérittdd niiden osuus hiukkasen pinnas-
ta. SASA:n laskemiseen kiytettiin GROMACS-paketin g_sas-ohjelmaa. Testikappaleen

sdteeni kdytettiin ohjelman oletusarvoa, joka on 0,14 nm.

3.2.3 Proteiinien konformaatio

Proteiinien sekundaarirakenteen tutkimiseen kiytettiin DSSP-algoritmia. DSSP tunnistaa
atomien koordinaattien perusteella proteiinin selkirangan vetysidokset ja piittelee niiden
perusteella proteiinin sekundaarirakenteen [19][20]. Mahdollisia rakenteita ovat erilai-
set kierteet eli heliksit (310-heliksi, o-heliksi ja m-heliksi), levyt eli laskokset (B-laskos),
kddnnokset ja mutkat. GROMACS:n tyokalu do_dssp mahdollistaa DSSP-algoritmin kiy-
ton GROMACS:n tiedostoformaattien kanssa, ja sekundaarirakenteen muutoksia voidaan

tarkkailla simulaation aikana.

3.2.4 Sahkostaattinen potentiaali

Séahkostaattinen potentiaali ¢ etdisyydelld r lasketaan kaavalla

o(r) = / E(F)dr, (3.8)
0
missi E on sihkokentti:
O,
E(r) = ) 3.9
(r) 4megr? (3:9)

O, on r-siteisen pallon sisilleen sulkema varaus ja € on tyhjion permittiivisyys. Simu-
laatiossa jokaisella atomilla on vakiona pysyvd varaus/osittaisvaraus, joten Q, saadaan
laskettua suoraan summaamalla kaikkien séteen r sisélld olevien atomien varaukset. Sih-
kostaattinen potentiaali sekd varaus Q, lasketaan g H_potential-ohjelmalla, joka on ke-
hitetty GROMACS:n mukana toimitettavan g_potential-ohjelman pohjalta. Ero alkupe-
rdiseen ohjelmaan on mahdollisuus laskea potentiaali radiaalisesti tutkittavan kappaleen

ympirilld. Parhaaseen tulokseen néyttdisi pddsevin laskemalla potentiaalin 0,001 nm vé-
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lein, joten tétd arvoa kéytettiin laskuissa. Zeta-potentiaalin laskemiseen tarvitaan my0s
liukupinnan sijainti, jonka méiritys onnistuu ionien radiaalista jakaumaa tarkastelemal-
la. Debye-Hiickel -teorian (DH) mukaan vapaasti liikkuvien ionien jakauma hiukkasen

ympirilld noudattaa kaavaa

1
—Ae B4, (3.10)
r

missd A, B ja C ovat vakioita. Kun DH-kéyrd sovitetaan vastaionien radiaalisen jakau-
maan, voidaan liukupinnan arvioida olevan kéyrien erkanemiskohdassa, ja zeta-potentiaali
on tédlloin sdhkostaattinen potentiaali tdssd kohdassa. [12]

Vesimolekyylien orientoitumista HDL:n ympdrillé tutkittiin GROMACS:n g_sorient-
ohjelmalla. Ohjelma méérittdd kullekin vesimolekyyleille happiatomista vetyatomien kes-
kipisteeseen osoittavan vektorin. Tdmin vektorin ja HDL-hiukkasen normaalin vilinen
kulma 0 lasketaan jokaiselle vesimolekyylille. Eri etdisyyksilld HDL:n keskipisteesti si-
jaitseville vesimolekyyleille lasketaan 6-kulman keskiarvo.
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4. SYSTEEMIT JA SIMULAATIOT

HDL:n malli péitettiin rakentaa kolesteryylioleaatista, POPC-fosfolipidistid ja apoA-I -
apolipoproteiinista. 106 kolesteryylioleaatista (CO) rakennettiin lipidirakkulan ydin, jon-
ka pinnalle asetettiin 133 POPC-molekyylid. Neljd apolipoproteiinia laitettiin 16yhisti
rakkulan ympirille kuvan 4.1 mukaisesti. Lipidien rakenteet on esitetty kuvassa[4.2] Tilld
koostumuksella arvioitiin saatavan ominaisuuksiltaan todellista HDL-hiukkasta vastaava
malli, joka kuitenkaan ei ole litan monimutkainen simuloinnin ja analysoinnin kannal-
ta. HDL:n malli asetettiin simulaatiolaatikkoon, jonka sivun pituudeksi mééritettiin 13,5
nanometrid, minki ajateltiin olevan riittdvdn suuri jotta periodisten reunaehdot eivét ai-
heuttaisi ongelmia. Laatikkoon liséttiin natrium-ioneja neutraloimaan proteiinien nega-
titvinen varaus. Systeemid simuloitiin 5 nanosekuntia tyhjidssi, jolloin proteiini asettui
nopeasti lipidirakkulan pinnalle. Simulaatiolaatikkoon liséttiin sattumanvaraisiin sijain-
teihin vesimolekyylejd siten ettd laatikko tdyttyi. Osa vesimolekyyleistd korvattiin C1™ ja
Na™ -ioneilla, jotta veden ionikonsentraatio saatiin vastaamaan veren suolakonsentraatio-

ta, joka on noin 150 mmol/I.

Kuva 4.1: Ison HDL:n rakenne simulaation alussa ja lopussa. Vasemmanpuoleisessa ku-
vassa proteiinit (violetti) ovat aseteltuna lipidirakkulan ympdrille. Fosfolipidit (vihred)
peittdvit ldhes koko lipidirakkulan, mutta myds kolesteryylioleaattia (oranssi) on joissain
kohdissa hieman nikyvissd. Oikeanpuoleisessa kuvassa ndhdddn simulaation lopputulos.
Proteiinit ovat asettuneet kiinni lipidirakkulan pintaan, ja alfa-heliksit ovat osittain pur-
kautuneet. Graafinen esitys systeemisté tehtiin VMD-ohjelmistolla [13].
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Kuva 4.2: Simulaatioissa kiytetyt lipidit: kolesteryylioleaatti (CO) ja 1-palmitoyyli-
2-oleoyyli-sn-glysero-3-fosfokoliini (POPC). Kolesteryylioleaatin neljésté hiilirenkaasta
koostuvan rungon molemmissa pédissi on hiiliketjut, joten molekyyli on hyvin hydrofobi-
nen. POPC koostuu hydrofiilisesta paaryhmaésti ja kahdesta pitkdstd hydrofobisesta hiili-
ketjusta. Rakennekaavat: [5] ja [8].

Rakennetta tasapainotettiin ensin vakiotiolavuudessa (NVT) 100 pikosekuntia ja sit-
ten vakiopaineessa (NPT) toiset 100 pikosekuntia. Tamin jilkeen aloitettiin 500 nanose-
kuntia pitkd tuotantosimulaatio. Tédssd vaiheessa huomattiin sdhkostaattisen potentiaalin
laskeminen vaativan suuremman simulaatiolaatikon, joten systeemiin liséttiin vesimole-
kyylejd ja ioneja siten ettd laatikon kooksi saatiin 18 nanometrid. Simulaatiota jatkettiin
suuremmassa laatikossa vield 200 nanosekuntia. Koska tidhédn saakka tehdyilld simulaa-
tioilla ei saavutettu sdhkostaattisen profiilin osalta haluttuja tuloksia, piivitettiin lipidien
voimakenttdparametrit uudempaan versioon. Simulaatiota jatkettiin simulaatioita piivite-
tylld voimakentilld 1600 nanosekuntia.

Vertailun vuoksi rakennettiin toinen pienempi systeemi poistamalla 20 kolesteryyliole-
aattia hiukkasen ytimestd. Resurssien sddstimiseksi rakenteen pohjana kéytettiin alkupe-
rdistd isompaa systeemid, jota oli jo simuloitu piivitetylld voimakentilld muutamia kym-
menid nanosekunteja. Tatdkin systeemid simuloitiin noin 1600 nanosekuntia. Systeemeis-

ta kdytetddn nimid “iso HDL” ja “pieni HDL”.
4.1 Voimakentta, algoritmit ja parametrit

Simulaatioissa kdytettiin OPLS-voimakenttidd (Optimized Potentials for Liquid Simula-

tions). Integraattorina kéytettiin leap-frog -algoritmia [33]]. Kéytetyn aika-askeleen pi-
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tuus oli 2 femtosekuntia ja systeemien koordinaatit tallennettiin sadan pikosekunnin vi-
lein. Systeemin keskiméddrdinen lampdétila pyrittiin pitimédan 310 kelvinissd kiytettden
Noése-Hoover -termostaattialgoritmia[22][16]. Paine pidettiin keskiméérin yhdessd baa-
rissa Parrinello-Rahman -barostaattialgoritmilla [25]. Pitkéin kantaman vuorovaikutuksien
laskemiseen kiytettiin Particle mesh Ewald (PME) -menetelméi [7]][10]. Atomien sidos-
ten pituudet rajoitettiin LINCS-algoritmilld [15][[14]]. Simulaatioissa kiytettiin periodisia
reunaehtoja (engl. periodic boundary conditions).

Termostaattialgoritmia kéytettiin sddtdmédn koko systeemin keskiméaaréistd 1ampoti-
laa sen sijaan ettd olisi jaettu systeemi pienempiin osiin. Téstd seurasi kineettisen ener-
gian epdtasainen jakautuminen systeemissd. Vaikka ldmpotila pysyikin HDL-hiukkasta
ympirdivin veden osalta halutussa arvossa, itse HDL:n 1dmpdtila laski simulaation aika-
na jonkin verran. Tiltd ongelmalta olisi véltytty maérittimalld lampotila erikseen HDL-
hiukkaselle ja liuottimelle. Koska 1dmpd6tilan muutos on kuitenkin melko pieni, voidaan

olettaa ettei se merkittdvasti vaikuta tissé tyosttd esiteltyihin tuloksiin.
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5. TULOKSET

Esimerkiksi HDL-hiukkasen ytimen gyraatiosidde niyttdisi saavuttavan lopullisen arvon-
sa noin 500 ns simuloinnin jilkeen kummankin tutkitun systeemin tapauksessa. Myos
muut tutkitut ominaisuudet ndyttdisivit konvergoituvan viimeistdédn tissd kohtaa simulaa-
tiota, joten systeemien voidaan olettaa saavuttaneen tasapainon. Termostaattialgoritmin
ongelmista johtuva lampdétilan aleneminen saattoi hidastaa systeemin tasapainottumista.
Kaikkiin analyyseihin kéytettiin 500 ns simuloinnin jidlkeen kerittyd dataa, ja simulaation

alkuosa hyléttiin.

5.1 HDL:n koko ja rakenne

HDL:n komponenttien radiaalinen tiheys on esitetty kuvassa Kolesteryylioleaatti
muodostaa hydrofobisen ytimen, jonka ympérilla on POPC-kerros. Néiden jakaumat ovat
kuitenkin merkittdvisti padllekkiin, joten kerrosten ero on hiilyvé, kuten aiemmissakin
tutkimuksissa on todettu [[36]]. Proteiinit ovat asettuneet lipidirakkulan pinnalle fosfoli-
pidien pddryhmien lomaan. Fosfolipidien padryhmit sijaitsevat keskiméirin 4.4 nm (iso
HDL) tai 4.3 nm (pieni HDL) etédisyydelld hiukkasen massakeskipisteesté.

Atomitiheyksien perusteella laskettu HDL:n koko on esitetty taulukossa[5.1] Myos pel-
kin lipidirakkulan sekd hydrofobisen ytimen koot laskettiin samaan tapaan, ja ndmikin
arvot on esitetty samassa taulukossa. Liséksi laskettiin HDL:n gyraatiosdde, joka oli isos-
sa systeemissd 3,83 £+ 0,02 nm seki pienessd systeemissd 3,76 0,03 nm. Koon perus-
teella tutkitut HDL-hiukkaset sopisivat HDL:n alaluokista parhaiten luokkaan 3C tai 3B,
jos verrataan Huangin artikkelissa [|17] esitettyihin tuloksiin.

Taulukko 5.1: HDL-hiukkasen koko ja fosfolipidikerroksen ominaisuudet. Sidde laskettiin
atomien tiheysjakaumien perusteella. Fosfolipidikalvon paksuus laskettiin paaryhmin ja
snl-hiiliketjun piin etdisyyksien (HDL:n keskipisteestd) erotuksena. Pinta-ala per lipidi-
paidryhma laskettiin kaavalla @

Iso HDL | Pieni HDL
Ytimen sidde [nm] 2,964+0,03 | 2,69+0,03
Lipidirakkulan side [nm] 3,90+0,02 | 3,8140,02
Koko hiukkasen side [nm] 4,48+0,02 | 4,43+0,02
Pddryhmin sijainti [nm] 4,44+0,02 | 4,32+0,02
Kalvon paksuus [nm] 1,4240,03 | 1,474+0,04
Pinta-ala per lipidipaaryhmi [nm?] | 0,75+0,02 | 0,64+0,02



5. Tulokset 14

] I T I T I
100 | i —— Hydrofobinen
— P 30 | —— Hydrofiilinen ||
& 80} |
£ f
= 60| co 1 20l 1\ |
2 POPC S \
2 40F — Proteiini | | O\
&= —— Vesi 10 |- ) \ A\ |
20 B ] I/' ‘\ \\
0 w ] 0 s ! M !
0 2 6 8 2 3 4 5 6 7
Etdisyys r [nm]
(a) Systeemin eri komponentit. (b) Proteiinien hydrofobiset ja hydrofii-

liset aminohapot.

Kuva 5.1: Radiaalinen atomitiheys etdisyydelld »r HDL:n massakeskipisteestd. Yhtendiset
viivat kuvaavat isoa systeemid ja katkoviivat kuvaavat pientd systeemié.

Fosfolipidien jirjestyneisyys on esitetty kuvassa [5.2] Kaksoiskalvoon [26] verrattuna
ainakin POPC:n snl-ketju on HDL-hiukkasessa jonkin verran epijérjestyneempi. Sama
trendi on havaittu myos muissa laskennallisissa tutkimuksissa [3]. Kokeellisesti mitattuja
jarjestysparametreja HDL:n kaltaisten hiukkasten fosfolipideille on hankalampi 16ytéa.
Pienessd systeemissd POPC on hieman jirjestyneempi kuin isossa systeemissid. Syynd
lienee lipidien tiukempi pakkautuminen.

Ison ja pienen systeemin fosfolipidikalvojen paksuudeksi mitattiin 1,42 + 0,03 nm
ja 1,47 £ 0,04 nm. Vesi-triglyseridi -rajapinnassa sijaitsevan POPC-kalvon paksuudeksi
on erddssd laskennallisessa tutkimuksessa médritetty 1,75 40,11 nm [13]]. HDL:n fosfo-
lipidikalvon voisi olettaa olevan ohuempi, koska lipidit ovat epdjéarjestyneempii. Pinta-
ala per lipidipaaryhmi oli isossa HDL-hiukkasessa 0,75 4 0,02 nm? ja pienessi HDL-
hiukkasessa 0,64 £ 0,02 nm?, joka on erittiin lihelld Huangin artikkelissa [[17] ilmoitet-
tua arvoa 0,65 nm?.

SASA-laskujen tulokset on esitetty taulukossa [5.2] Proteiini peittid HDL:n pinnasta
alle puolet, mikd on merkittavisti vihemmain kuin kokeellisissa tutkimuksissa. Huangin
artikkelin [[17] mukaan timén kokoisissa hiukkasissa proteiini peittdisi yli 70 % hiukkasen

pinnasta.

Taulukko 5.2: Liuottimen (veden) saavutettavissa oleva pinta-ala (SASA). Taulukossa on
esitetty absoluuttinen arvo nanometreinid koko hiukkaselle, seki eritelty eri komponent-
tien prosentuaalinen osuus.

\ HDL [nm?] \ Proteiini [%] \ POPC [%] \ CO [%]
949+7 46+1 47+1 7+1
92042 47+1 46+1 741

Iso HDL
Pieni HDL
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Kuva 5.2: Fosfolipidien hiiliketjujen jirjestysparametrit.

5.2 Proteiinien konformaatio

DSSP-analyysin perusteella vain 33 42 prosenttia ison HDL:n ja 31 4= 1 prosenttia pie-
nen HDL:n proteiinien sekundaarirakenteesta on alfa-heliksid. Tdmé on huomattavasti va-
hemmin kuin kokeellisissa tutkimuksissa on havaittu. Simulaation alkurakenteessa noin
91 prosenttia sekundaarirakenteesta oli alfa-heliksid. Heliksi purkautui varsinkin ensim-
miisessd tyhjiossd tapahtuneessa tasapainotussimulaatiossa rajusti, miki selittdd alhaisen
lukeman. Parempia tuloksia voitaisiin saada maltillisemmalla systeemin tasapainotuksel-
la, kdyttden keinotekoisia rajoitteita estiméddn sekundaarirakenteen purkautumista. Sys-
teemid voisi my0Os ensiksi simuloida karkeistetulla voimakentilld, kunnes proteiini saa-
daan asettumaan paikoilleen, ja timén jidlkeen muuntaa karkeistettu systeemi atomisti-
seksi. Ndin onkin myohemmissi tutkimuksissa tehty hyvin tuloksin.

Visuaalisen tarkastelun perusteella niyttéisi, ettd proteiinit eivét niinkdin ole kierty-
neet lipidirakkulan ympirille, kuten Huang ym. esittdvit artikkelissaan [17], vaan pikem-
minkin proteiiniketjuista koostuvat lenkit ovat romahtaneet satunnaisesti lipidirakkulan
pinnalle. Sekundaarirakenteen purkautumisen ansiosta proteiinit voivat pakkautua pie-
nempéiin tilaan kddntymailld mutkalle. Alfaheliksi on melko jiykkd rakenne, joten ilman
sekundaarirakenteen purkautumista tilanne olisi varmastikin erilainen. Sekundaariraken-
teen purkautumisesta huolimatta apoA-I -molekyylien viliset sidokset nédyttdisivit visu-
aalisen tarkastelun perusteella sdilyvédn simulaation aikana ainakin osittain. Pienelld ja
isolla systeemilld ei ole merkittdvii eroa proteiinin konformaation suhteen, koska pienen
systeemin alkurakenteen valmistamiseen kiytettiin ison systeemin simulaatiosta otettua
rakennetta, jossa proteiinit olivat jo asettuneet lipidirakkulan pintaan.

Kuvassa on esitetty proteiinien hydrofobisten ja hydrofiilisten aminohappojen ti-
heys eri etdisyyksilla HDL-hiukkasen keskipisteestd. Hydrofobisiksi aminohapoiksi las-
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delld »r HDL:n massakeskipisteesta. tuna natrium-ionien radiaaliseen tiheys-
funktioon.

Kuva 5.3: Zeta-potentiaalin médritys sahkostaattiesesta potentiaalista. Ison HDL:n arvioi-
tu liukupinnan sijainti 6,5 nm on merkitty kuviin harmaalla katkoviivalla.

kettiin ne aminohapot, jotka ovat Wimley-White rajapintahydrofobisuusasteikon (engl.
interface hydrophobicity scale) [37] mukaan hydrofobisia. Hydrofobiset aminohapot si-
jaitsevat selvisti hieman lihempind lihempidnd HDL:n keskipistettd. Tama viittaa sii-
hen, ettd amfipaattiset alfa-heliksit kdédntyvit sellaiseen asentoon, jossa hydrofobiset osat
osoittavat kohti lipidejd, kuten Vuorela ym. mainitsevat artikkelissaan [36].

5.3 Sahkodstaattinen potentiaali

Kuvassa[5.3bon esitetty ison HDL:n liukupinnan mééritys natrium-ionien radiaalisesta ti-
heysfunktiosta. Ionien tiheysjakauma ei ole liheskiin yhté tasainen kuin Heikkildn artik-
kelin [12] kultananopartikkelin tapauksessa, koska systeemin varaus on pienempi, mutta
koko paljon suurempi, jolloin varaustiheys jdi paljon alhaisemmaksi. Myos HDL:n epé-
symmetrisyydelld on oma vaikutuksensa. Liukupintaa ei siis voida méadrittdd kovin luotet-
tavasti, mutta jonkinlainen suuntaa antava arvio voidaan tehda. Tiheysfunktioon sovitettu
Debye-Hiickel -kiyri (kaava[3.10) kuvaa tiheysfunktiota melko hyvin suurilla r:n arvoil-
la, mutta ei enédéd pienemmilld arvoilla kuin 6,5 nanometrid. Télla perusteella liukupinnan
sdteeksi voidaan médrittdad r = 6,5 nm, mikd on merkitty kuvaan katkoviivalla. Vastaa-
vasti pienemmiélle systeemille saadaan liukupinnan séteeksi 6,4 nanometrid (kuvaajaa ei
ole esitetty).

Ison ja pienen HDL:n séhkostaattiset potentiaalit on esitetty kuvassa[5.3al Kuvasta nih-
déén ettd ison HDL:n potentiaali on minimissdédn 1,8 mV, ja katkoviivalla merkitty liuku-
pinta osuu ldhelle minimiid. Tarkalleen ottaen potentiaali liukupinnan kohdalla, eli zeta-
potentiaali, on —1,6+£0,4 mV. Pienen HDL:n zeta-potentiaali on vastaavasti —0,5+0,4
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Kuva 5.4: Systeemin komponenttien kumulatiivinen varaus etdisyydelld » HDL:n mas-
sakeskipisteestd. Yhtendiset viivat kuvaavat isoa HDL:&d4 ja katkoviivat kuvaavat pienti
HDL.:44.

mV. Kumpikin tulos on itseisarvoltaan selvisti pienempi kuin aiemmin mainittu kokeel-
lisesti méddritetty zeta-potentiaali, joka oli noin —12 mV. Potentiaalin keskivirhe on my0s
ylldttdvin suuri sithen nidhden etti laskuihin on kédytetty yli mikrosekunnin verran simu-
laatiodataa. Tarkempi zeta-potentiaalin miiritys edellyttineekin todella pitkid simulaa-
tioita. Simulaatioista tulisi myos tehdd useampia rinnakkaisia kopioita, jotta voidaan to-
deta tulosten toistettavuus.

Systeemien zeta-potentiaalien eron syyn selvittimiseksi voidaan tarkastella miten sys-
teemin eri komponentit vaikuttavat potentiaaliin. Kuvassa on esitetty systeemin kun-
kin eri komponentin kumulatiivinen varaus. Fosfolipidien polaariset paidryhmit aiheut-
tavat negatiivisen varauksen hiukkasen pinnan kohdalle. Vesimolekyylit orientoituvat li-
pidipiddryhmien ldheisyydessd siten, ettd ne neutraloivat lipidien varauksen suurimmak-
si osaksi. Vesimolekyylit ovat jonkin verran orientoituneita vield melko kaukana HDL:n
pinnasta, silld vield 7 nm etdisyydelld HDL:n keskipisteestd on havaittavissa veden aiheut-
tamaa positiivista varausta. ApoaA-I -proteiinilla on negatiivinen kokonaisvaraus, mutta
hiukkasen pinnan lidheisyydessd apoA-I:n aiheuttama kumulatiivinen varaus on hieman
positiivinen. Natrium-ionit ovat keskiméérin hieman ldhempéané hiukkasen pintaa kuin
kloori-ionit, joten ionien kokonaisvaikutus varaukseen hiukkasen pinnalla on positiivi-
nen. Hydrofobinen kolesteryylioleaatti ei juurikaan vaikuta systeemin varaukseen.

Pienessd systeemissd kaikkien komponenttien vaikutus nikyy luonnollisesti hieman
lahempind HDL:n keskipistettd, mutta natrium-ionit ndyttédisivit olevan muihin kompo-

nentteihin verrattuna ldhempédni. Tidmi saattaa olla selitys pienen ja ison HDL:n zeta-
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delld » HDL:n massakeskipisteestd. fosfolipidien pairyhméin kohdalla.

Kuva 5.5: Vesimolekyylien keskiméardinen orientaatio HDL:n ldheisyydessd. Kulma 6 on
HDL:n pinnan normaalin ja vesimolekyylin happiatomista vetyatomien keskipisteeseen
kulkevan vektorin vélinen kulma. Vesimolekyylin happiatomin osoittaessa kohti HDL-
hiukkasta cos(8) on positiivinen ja happiatomin osoittaessa pois pdin HDL-hiukkasesta
cos(0) on negatiivinen. Kaukana HDL:n pinnasta cos(8) lahestyy nollaa, eli orientaatio
katoaa. Katkoviivat osoittavat fosfolipidien pdiryhmén keskimédrdisen sijainnin.

potentiaalien erolle. Visuaalisessa tarkastelussa havaittiin yli nanosekunnin kestdvid kon-
takteja natrium-ionien ja HDL:n vilill4, joten mahdollisesti pienessi systeemissd téllaisia
kontakteja on sattumalta enemmin. On my0s mahdollista ettd simulaatioissa ionit sitou-
tuvat epirealistisen voimakkaasti lipideihin, miké selittdisi miksi kummankin systeemin
zeta-potentiaali on paljon positiivisempi kuin sen todellisuudessa pitdisi olla. Veren suola
el myoskiin ole puhdasta natriumkloridia, vaan todellisuudessa veressd on myos kaliu-
mia ja muita positiivisia ioneja, jotka saattavat kiyttdytyd eri tavalla kuin natrium. Ai-
emmin mainittu kineettisen energian epitasainen jakautuminen saattaa myds edesauttaa
natrium-ionien sitoutumista HDL-hiukkasiin.

Kuvassa [5.54) esitetty vesimolekyylien keskiméiréinen orientaatio etdisyyden r funk-
tiona vahvistaa kumulatiivisen varauksen perusteella tehdyt paditelmit veden orientoi-
tumisesta. Juuri lipidien padryhmien kohdalla orientaatiokdyréd saavuttaa miniminsd, eli
vesimolekyylien positiivista osittaisvarausta kantavat vetyatomit keskiméérin osoittavat
hieman kohti HDL:n keskipistettd. Keskimiérdinen orientaatio ei ole montaakaan astet-
ta, mutta vesimolekyylien suuri mdiri tekee siitd merkittdvian. Kuvassa [5.5b| on esitetty
vesimolekyylien orientaatiokulmien jakauma lipidipddryhmien kohdalla. On noin kak-
sinkertainen todenndkoisyys, ettd vesimolekyylin happiatomi osoittaa pois pdin HDL-
hiukkasesta, kuin etti se osoittaisi kohti HDL-hiukkasta.
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6. YHTEENVETO

Kahden simuloidun HDL-hiukkasen ominaisuuksien todettiin vastaavan melko hyvin ko-
keellisia tuloksia. Mitatut suureet sopivat hyvin yhteen myds muiden molekyylidynamiik-
kasimulaatiotutkimusten kanssa. Simulaatioissa kuitenkin oli muutama ongelma, joiden
takia tuloksista tehtidvien johtopaidtoksien kanssa tdytyy olla varovainen. Ensimmiinen
ongelma on apoA-I -proteiinien sekundaarirakenteen purkautuminen, joka laski hiuk-
kasten alfa-heliksisyyden epédluonnolliselle tasolle. Toinen ongelma oli termostaattialgo-
ritmin huolimattomasta kdytdstd johtuva kineettisen energian epétasainen jakautuminen
systeemeissd, mikd johti kdytinnossd HDL-hiukkasten viilentymiseen ja mahdollisesti
sitd kautta jahmettymiseen. Tamin epdillddn vaikuttavan oleellisesti kaikkiin tuloksiin,
etenkin sdhkostaattiseen potentiaaliin. Ongelmista huolimatta tdssi tyossi esiteltyd HDL-
hiukkasmallia on hyddynnetty jo julkaistuissa tutkimuksissa [21]].

HDL-hiukkasten zeta-potentiaaleiksi mééritettiin —1,6 0,4 mV (isompi hiukkanen)
ja —0.54+0.4 mV (pienempi hiukkanen). Aggregoitumisen kannalta oleellista on, ettd
madritetyt arvot ovat negatiivisa kuten kokeellisesissa tutkimuksissa on todettu. Médri-
tetytyt arvot ovat silti melko kaukana kokeellisesti mééritetystd noin —12 millivoltista.
Eron syyn selvittiminen edellyttii jatkotutkimuksia, jotka ovat jo kdynnissd. Jatkotutki-
muksissa edelld mainitut simulaatioiden ongelmat on selvitetty, ja lisdksi tutkitaan mika

on monimutkaisemman lipidikoostumuksen vaikutus.
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