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Spontaniczna asocjacja czasteczek cholesterolu w poblizu btony przesyconej cholesterolem modelujaca
poczatkowe stadia procesow prowadzacych do tworzenia si¢ blaszek miazdzycowych: badania
komputerowe i eksperymentalne

Cholesterol (Chol) wystepuje powszechnie w swiecie zwierzgcym, gdzie petni wazne funkcje
biologiczne. Jest kluczowym sktadnikiem bton plazmatycznych — ponad 90% komorkowego Chol jest
zwigzana z btong. Zawartos¢ Chol w btonach komorkowych jest Scisle regulowana, jednakze procesy
degeneracyjne, jak np. utlenianie fosfolipidéw i Chol, mogg prowadzi¢ do wzrostu wzglednej
zawarto$ci Chol w btonie. Ten nadmiar Chol powoduje tworzenie si¢ W matrycy lipidowej btony
czysto-cholesterolowych mikrodomen. Z badan eksperymentalnych na modelowych btonach
fosfolipidowo-cholesterolowych (PC-Chol) wiadomo, ze gdy stosunek molowy PC:Chol przekroczy 1,
to w blonie tworza si¢ domeny Chol, a gdy przekroczy 2, to dodatkowo pojawiaja si¢ niezwigzane z
btong krysztaty Chol. Poza-btonowe krysztaty Chol sg szkodliwe, gdyz biorg udziat w procesach
patologicznych prowadzacych do powstawania kamieni zoiciowych i blaszek miazdzycowych. Geneza
krysztatdbw Chol w $cianach naczyn tetniczych nie jest jasna, ale badania in vitro wykazaty, ze
mikrodomeny Chol w btonach komorek naczyn migéni gtadkich pojawiaja si¢ wezesniej niz blaszki
miazdzycowe i przyczyniaja si¢ do ich rozwoju. Jedng z mozliwych drdg inicjujacych poza-blonowa
krystalizacj¢ Chol moze by¢ odlgczanie si¢ (wytragcenie) pojedynczych czasteczek Chol z blony
przesyconej Chol i ich agregacja. Chol jest czasteczka amfifilows i jego monomeryczna
rozpuszczalno$¢é w srodowisku wodnym jest bardzo mata, wigc poza btong Chol agreguje tworzac
uporzadkowane struktury.

Tworzenie si¢ krysztatu Chol jest powolnym procesem makroskopowym, przebiegajacym przez wiele
stanow posrednich. Pomimo Ze Chol jest istotng czasteczka biologiczna, a jego poza-btonowe krysztaty
sg grozne dla organizmu, niewiele wiadomo o stanach posrednich, a szczegdlnie 0 wczesnych etapach
jego krystalizacji. To wynika z trudnosci eksperymentalnych spowodowanych gtownie bardzo niskg
monomeryczng rozpuszczalnoscig Chol w srodowisku wodnym. Co wigcej, zupetnie nieznany i
niebadany jest wptyw warunkow fizjologicznych, w ktorych przebiegaja patologiczne procesy agregacji
Chol, na inicjacje i wzrost krysztatow Chol.

W tym projekcie uzyjemy metod modelowania komputerowego i eksperymentalnych. Metodami
modelowania komputerowego zbadamy wczesnych etapy procesu samo-organizacji Chol w wodzie w
sgsiedztwie btony przesyconej Chol, ktora bedzie Zrodlem agregujacych czasteczek. Metodami
eksperymentalnymi zbadamy makroskopowe agregaty Chol. Stosujac symulacje dynamiki
molekularnej, mozna obserwowac uktady pojedynczych czasteczek z 2-fs rozdzielczoscia czasows.
Bedziemy bada¢ wptyw czasteczki Chol na otaczajace ja czasteczki wody; asocjacje dwoch, trzech i
czterech czasteczek Chol w wodzie i w modelowych warunkach fizjologicznych, tj., w roztworze jonow
i utlenionych form Chol (oksysteroli). Rowniez obliczymy energie swobodne hydratacji i asocjacji
Chol. Te badania i obliczenia dadza pelny obraz wczesnych etapéw samo-agregacji i samo-organizacji
Chol, ktory zawiera zardwno aspekty energetyczne jak i dynamiczne.

Wyjasnienie tych elementarnych procesow umozliwi zrozumienie ztozonego procesu samo-organizacji
wielu czgsteczek Chol w wodzie i w warunkach fizjologicznych. Wptyw oksysteroli na spontanicznie
utworzone w wodzie agregaty z dwustu czasteczek Chol bedzie badany w nastepnej czesci projektu.
Przeanalizujemy wtasnos$ci biofizyczne agregatow Chol dotowanych oksysterolami. Te same
biofizyczne wlasnosci makroskopowych agregatow Chol z domieszkg oksysteroli otrzymane tez w
procesie spontanicznej samo-organizacji beda zbadane eksperymentalnymi metodami elektronowego
rezonansu paramagnetycznego z uzyciem znacznikoéw spinowych (SL-EPR) i roznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC). Struktury tych agregatéw be¢da dodatkowo badane metoda dyfrakcji
rentgenowskiej. Pozwoli to na wzajemna weryfikacje wynikow otrzymanych przy zastosowaniu
roznych podejs¢ badawczych. Pozytywna weryfikacja nada wartosci naukowej projektu wysoka rangg.
Realizacja projektu umozliwi uzyskanie bardzo doktadnych informacji na poziomie atomowym i
molekularnym o samo-organizacji Chol w $rodowisku zblizonym do fizjologicznego. To pozwoli na
lepsze zrozumienie natury tego procesu, ktory w organizmie ludzkim prowadzi do patologicznych
zmian, prowadzacych do miazdzycy. To zrozumienie moze pomdc w opracowaniu strategii hamowania
poza-btonowych proceséw agregacji Chol, ktore wywotuja choroby stanowia powazny problem
zdrowotny, ale rowniez ekonomiczny.

Badania komputerowe bede przeprowadzone w Zaktadzie Biofizyki Obliczeniowej i Bioinformatyki UJ,
badania dyfrakcyjne w Zaktadzie Krystalochemii i Krystalofizyki UJ, a SL-EPR 1 DSC w Department
of Biophysics, Medical College of Wisconsin, USA.



