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Streszczenie

Celem pracy jest przedstawienie modelu opisujacego tarcie i smarowanie uktadu stawu
naturalnego na przyktadzie chrzastki stawowej. Model pozwala na zrozumienie wplywu
sktadnikéw cieczy smarujacej na dziatanie uktadu w zmiennych rezimach tarcia i opis zmian
skutkujacych jego degeneracja. W oparciu o model utatwionego smarowania zaprezentowano
najwazniejsze czynniki wptywajace na niska warto$¢ tarcia i niskie zuzywanie uktadu chrzastki
stawowej. Uktad zlozony jest z dwoch (naturalnych) powierzchni tracych i cieczy smarujace;.
Ciecz smarujaca nazywana ciecza synowialna zlozona jest z wody, lipidow, biopolimerow
oraz biatek. W pracy skupiono si¢ na wplywie lipidow w formach zagregowanych oraz
ich oddzialtywania z kwasem hialuronowym jako kluczowych w mechanizmie tarcia.
Odpychanie hydratacyjne natadowanych czasteczek amfifilowych oraz zmiana rezimu tarcia
ze Slizgowego na toczne (bedacego konsekwencja sferycznych micel) pozwala na osiagnigcie
niskich wartos$ci tarcia. Badany model przewiduje istnienie tzw. kanaléw inter- i intra-
micelarnych - struktur pozwalajacych na anomalny transport protonéw, powodujacych efekt
elektrostatycznego rozpychania powierzchni tracych. Zjawiska zachodzace w uktadzie w kilku
skalach przestrzennych: od skali atomowej do mezoskopowej, opisywane sa przez fizyke
materii migkkiej. Stosujac modele analityczne, metode dynamiki molekularnej oraz metody
eksperymentalne badane sa poszczegdlne aspekty ukladu. Wszystkie zjawiska sa od siebie
zalezne stad zmiana proporcji migdzy sktadnikami cieczy skutkuje spadkiem funkcjonalno$ci
uktadu. Prawidtowa praca uktadu jest w gléwnej mierze odbiciem stanu powierzchni.

Praca ta sktada si¢ z siedmiu rozdzialéw uporzadkowanych tematycznie.

W rozdziale pierwszym opisuje si¢ podstawy potrzebne do zrozumienia zjawisk zachodzacych
w uktadzie. Rozdziat sktada si¢ z pigciu czgsSci. W czesci pierwszej przedstawiono podstawy
zjawiska tarcia, z krotkim opisem reziméw oraz opis smarowania powierzchni tracych.
W kolejnej czgsci opisano wybrane zagadnienia fizyki materii migkkiej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem koloidéw i polimeréw. Nastgpnie przedstawiam budowe stawu naturalnego,
skupiajac si¢ gtéwnie na uktadzie chrzastki stawowej z opisem rezimow tarcia,ktérym jest
poddawana w réznych fazach ruchu. Przedostatnia czg$¢ opisuje odpychanie hydratacyjne,
ktére wedtug autora w najwigkszym stopniu wptywa na niska warto$¢ tarcia w stawie. Opisano
dwuwarstwy lipidowe oraz ,,szczoteczki” biorace udzial w tarciu granicznym. Ostatnia czg$¢
opisuje mechanizm Grotthuss’a transportu protonéw w wodzie.

Drugi rozdziat opisuje dynamik¢ molekularng oraz jej modyfikacje. Przedstawiono réwniez
wielko$ci wykorzystywane na potrzeby tej pracy 1 obliczane dzigki dynamice molekularne;.
Rozdzial trzeci zawiera opis modelu ufatwionego smarowania. Przedstawiono model
koncentracji lipiddow w cieczy synowialnej w dwoéch strefach: przypowierzchniowej oraz
migdzypowierzchniowej oraz zjawisko tribomicelizacji - kinetyki chemicznej powstajace]

miceli. Model wiaze zjawiska w skali mezoskopowej jak dynamika powierzchni oraz



micelizacja z transportem jonéw. Przedstawiono numeryczne obliczenia uktadu z interpretacja
fizyczna. Dopasowano réwniez funkcje wynikajace z modelu do danych doswiadczalnych.
Wykorzystujac metode MNET (mesoscopic non-equilibrium thermodynamic) opisano transport
protonéw w tzw. kanatach micelarnych jako zalezny od koncentracji jondw oraz grubosci
kanatu.

Rozdziat czwarty prezentuje interakcje migdzy lipidami (PL) a kwasem hialuronowym (HA).
Przedstawiono analiz¢ danych opublikowanych dotyczacych HA oraz PL w normalnych
oraz anormalnych warunkach. Nastgpnie na podstawie badan elektroforetycznych oméwiono
wlasciwosdci zwiazkéw tych elementéw - zmiany koncentracji lipidow w anormalnych
warunkach powoduja negatywne skutki dla mechanizmu sieciowania i transportu protonéw.
Gléwnym elementem tego rozdzialu sa symulacje komputerowe czasteczek HA 1 PL
w roztworze fizjologicznym. ZaleznoS¢ tych interakcji od koncentracji lipidéow oraz pH
przedstawione sa przez ewolucj¢ promienia bezwtadnosci oraz innych obserwabli opisujacych
cechy geometryczne HA. Dodatkowo opisano iloSciowo wptyw oddziatywan hydrofobowych
oraz wigzan wodorowych na zjawisko. Model Rouse’a wykorzystany zostat do opisu dynamiki
taiicucha polimeru HA w celu lepszego zrozumienia zjawiska.

W rozdziale piatym przedstawiono efekt wpltywu micel na zjawisko tarcia. Przedstawiono
wyniki symulacji komputerowych dwéch micel oddziatujacych ze soba w Srodowisku wodnym
dla statej predkoSci dryfu wyrazonej przez liczbe Peclet’a. Symulacje wykonane zostaly
dla micel prostych i odwrotnych (obie konfiguracje wystgpuja w cieczy synowialnej).
Pokazano réwniez interakcje micel przy wystgpowaniu przeptywoéw Scinajacych, gdzie
efekt hydratacyjnego odpychania powierzchni hydrofobowych pokazuje przydatno$¢ micel
jako struktur uzytecznych w smarowaniu. W ostatniej czeSci pokazano micele poddawang
periodycznemu naciskowi przez dwie powierzchnie grafitowe. Badanie odpowiedzi miceli na
periodyczny nacisk daje mozliwo$¢ zrozumienia jej udziatu w ,,przenoszeniu” periodycznych
(nano)obcigzen.

Rozdziat sz6sty rekapituluje prace wykonane w ramach doktoratu oraz ich powiazanie migdzy
soba w celu przedstawienia spdjnej teorii opisywanego zjawiska.

Rozdziat siédmy stanowi podsumowanie pracy. Przedstawiono perspektywy pracy jak rowniez

przedstawiono potencjalne zastosowanie otrzymanych wynikow.



Abstract

This thesis presents a description of friction and lubrication mechanisms when applied to
natural system of articular cartilage. The presented model of facilitated lubrication of articular
cartilage explains a multiscale phenomenon during application of an external quasi-normal load
to the surfaces. The model is applied to explain degeneration of articular cartilage surface as
well as synovial fluid in terms of its composition. Molecular dynamics simulations as well as
analytical description are employed to describe these phenomena. Presented work is divided
into 7 chapters.

First chapter describes the theory behind friction and lubrication. The chapter consists of 5
subsections essential for understanding all occurrences in the system. First one introduces
friction and lubrication phenomenon. The basics of Soft Matter Physics as well as physiology of
articular cartilage are presented in terms of their connection to friction/lubrication mechanism.
Finally, the key factors of hydration repulsion and Grotthuss mechanism are discussed.

Second chapter presents the theory of molecular dynamics simulation and its several varieties:
full-atom, coarse grained and steered molecular dynamics.

Third section depicts a facilitated lubrication mechanism. The model is delivered by applying
dispersive kinetics as a description of PLs concentration fields. Then by modification of model
variables one can discuss a physical explanation. Finally, MNET dynamics is used to describe
dynamics of proton channels as interplay between overcrowding of protons and confinement of
a channel.

Fourth part presents on hyaluronic acid and phospholipids interactions. The literature study
provides a first step towards understanding processes occurring in normal and abnormal
synovial fluid. Results of microelectrophoresis on HA/PL complexes are presented in terms of
cross-linking mechanism as well as proton transport. Finally, molecular dynamics simulations
of HA:PL complexes are presented for different pHs and PLs concentrations. The results are
rationalized in terms of Rouse model.

Fifth chapter presents steered molecular dynamics study on micelles’ interactions and their
impact on overall process.

Sixth part presents recapitulation of all works published for this thesis and a connection between
them.

The last chapter summarizes and addresses a future application of presented studies.
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Rozdziat 1
Wprowadzenie

Tribologia jest nauka zajmujaca si¢ zjawiskiem tarcia, smarowania, adhezji 1 zuzycia
powierzchni tracych. Interdyscyplinarny charakter polega na wykorzystaniu narzedzi fizyki,
mechaniki oraz chemii. Problem, ktéry opisuj¢ w niniejszej pracy dotyczy zjawiska tarcia w
uktadach biologicznych, a szczegdlnie w stawach naturalnych i miesci si¢ w opisie dziatu
biotribologii (Nosonovsky 2010). Praca ta ma zatem na celu przyblizenie zjawiska tarcia
chrzastki stawowej jako ukladu dwéch powierzchni tracych oraz rozdzielajacych je cieczy
smarujacej. Chrzastka stawowa jest rodzajem tkanki pokrywajacej zakoriczenia koSci w
stawach. Ruch stawéw charakteryzuje si¢ niskim wspoiczynnikiem tarcia i duza odpornoScia
na zuzywanie. Ponizszy rozdziat ma na celu zapoznanie czytelnika z pewnym zakresem wiedzy

biotribologiczne;j.
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1.1 Tarcie i smarowanie

Zjawisko tarcia ze wzgledu na swoja ztlozonos$¢ nie doczekato si¢ do tej pory jednej, spdjnej
teorii. Ze wzgledu na miejsce wystgpowania mozemy je podzieli¢ na tarcie wewngtrzne i
zewnetrzne (Rysunek 1.1). Teoria opisujaca tarcie wewngetrzne jest dobrze ugruntowana teoria.
Tarcie zewngtrzne to zjawisko o bardzo ztozonej naturze ze wzglgdu na ogrom efektow
towarzyszacych (Nosonovsky 2010, Scherge & Gorb 2001). Zjawiska adhezji i zuzywanie
powoduja, ze opis zjawiska si¢ komplikuje (Scherge & Gorb 2001). Jesli dodamy do tego
mozliwo$¢ dodania trzeciego sktadnika - smaru, do ukladu, schemat komplikuje si¢ jeszcze
bardziej (réwniez ilo§¢ smaru determinuje catkowicie nowe cechy uktadu). Mimo tych
probleméw juz od poczatku rozwoju nowoczesnej nauki prébowano opisaé zjawisko tarcia.
Klasyczna teorig opisujaca tarcie jest teoria Coloumb’a-Amontons’a. W swoich badaniach
doszli oni do wniosku, ze sila tarcia nie zalezy od wielkoSci powierzchni tracych ani od
predkosci poslizgu (do podobnych wnioskéw doszedt na przetomie XV 1 XVI wieku Leonardo
da Vinci). Zgodnie z ich teoria, sila tarcia zalezy wylacznie od cigzaru ciata N 1 wspdtczynnika
tarcia ; wedlug zaleznoSci:

F=u-N. (1.1)

Teoria ta funkcjonuje jako dobre przyblizenie w skali makroskopowej dla wigkszosci
materialow dla tarcia suchego (Rysunek 1.1). Wystgpowanie tarcia jest konsekwencja
chropowatos$ci powierzchni tracych. Jednak swoj wkiad ma rowniez sita adhezji zwigkszajaca

si¢ ze zmniejszaniem chropowatosci.

/ fareis
/Ruch\ Lokalizacja
Spoczynkowe Kinetyczne Zewngetrzne Wewnetrzne
Slizgowe Suche W plyn‘a;:h W ciatach statych
Toczne
Phynne
Graniczne

Rysunek 1.1: Podziat rodzajow tarcia ze wzgledu na typ ruchu i lokalizacje. W niniejszej pracy
opisujemy tarcie kinetyczne, zaréwno Slizgowe jak i toczne. W zakresie lokalizacji mamy do
czynienia z tarciem wewngtrznym w plynach: ptynnym i granicznym.

Ze wzglegdu na brak mozliwosci catkowitego wyeliminowania zjawiska tarcia stosuje si¢
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metody majace na celu obnizenie jego warto$¢. Podstawowym sposobem jest uzycie Srodka
smarujacego majacego na celu wypetnienie mikro-nieréwnosci ptynem. Ze wzgledu na
ilo§¢ tego plynu mozemy wyrézni¢ kilka rodzajéw smarowania: graniczne, mieszane oraz
hydrodynamiczne (Rysunek 1.2). Rezimy smarowania jak wida¢ na rysunku r6znig si¢ iloScia
Srodka smarujacego. Jezeli ilo§¢ smaru bedzie zbyt duza zwigkszy to sity tarcia. Efektywna
praca stawu mozliwa jest dzigki plynnemu przechodzeniu migdzy rezimami smarowania w

réznych fazach ruchu stawow.

Smarowanie Smarowanie Smarowanie
© Graniczne Mieszane Hydrodynamiczne
[S]
| -
©
et
X HA
c
c
9
O HA+PGR4
O
Q
2 i

Parametr smarowania [nV/P]

Rysunek 1.2: Krzywa Stribecka pokazujaca rezimy tarcia w zaleznosci od grubosci warstwy
smarujacej i sktadu cieczy (Jay & Waller 2014). Smarowanie cieczy stawowej (SF) jest bardziej
efektywne w poréwnaniu do uktadu kwasu hialuronowego (HA) oraz HA z lubrycyna (PGR4).
Bezwymiarowy parametr smarowania (inaczej nazywany liczba Hersey’a He): zmienna 7
oznacza lepkoS¢, P - obciazenie, V' - predkoS¢ przemieszczania si¢ powierzchni.
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1.2 Wybrane zagadnienia fizyki materii mi¢kkiej

Procesy opisywane w tej pracy maja zwiazek z procesami zachodzacymi w organizmach
zywych. Fizyka Materii Migkkiej (MM) jest dziatem Fizyki Fazy Skondensowanej i zajmuje
si¢ badaniem substancji typu: zele, polimery, koloidy, czyli sktadnikéw budujacych komérki
i tkanki organizmu. Termin materia migkka odnosi si¢ do modutu sztywnoSci materialow
znajdujacych sie w spektrum zainteresowania tej dziedziny: G ~ 10 + 10° Pa. Uklady MM
silnie reaguja na mate zmiany zewng¢trzne zachowujac si¢ w sposob nieliniowy, dodatkowo
sa bardzo podatne na fluktuacje termiczne. W skali przestrzennej rozmiary rozwazanych
modeli rozciaga si¢ od 10 do 1000 nanometréw, czyli w tzw. skali mezoskopowej. Bardzo
waznym zjawiskiem obserwowanym w badanych uktadach jest zjawisko samoorganizacji,
gdy czasteczki okreslonego typu zwiazkéw samorzutnie tworza uporzadkowane struktury
(Marsh 2012) typu micele, dwuwarstwy itp. (Rysunek 1.4). Uklady MM (lub ciecze
ztozone) charakteryzuja si¢ wystgpowaniem dwoch podstawowych typéw oddziatywan.
Pierwszym rodzajem sa oddziatywania typu dipol-dipol (badZ wodorowe) sa odpowiedzialne
za ksztaltowanie organizacji atomOw w czasteczce. Drugim rodzajem s3 oddziatywania
hydrofobowe, wynikajace z zakazu Pauli’ego nadajace czasteczkom ich ksztatt i odpowiadaja za
ich potozenie wzgledem sasiadow w przestrzeni. Oddziatywanie hydrofobowe odpowiedzialne
jest za ksztaltowanie relacji migdzy czasteczkami polarnymi-hydrofilowymi, a niepolarnymi -
hydrofobowymi.

Tworzenie miceli wigze si¢ ze zmiang energii swobodnej Gibbsa AG zalezna od cmc (ang.

critical micelle concentration - cmc) wedtug wzoru:
AGic = tmic — Psow = R - T - In(cme). (1.2)

WielkoSci fimic 1 fsorn Opisuja potencjalty chemiczne miceli i rozpuszczalnika, zas R to stata
gazowa. Proces tworzenia miceli z pojedynczych surfaktantéw S przebiega wg schematu
addycji :

S+ (n—-1)8S<nS (1.3)

Oddzialywanie hydrofobowe, przejawiajace si¢ awersja czasteczki w stosunku do czasteczek
wody, pelni wazna rolg w ksztaltowaniu interakcji migdzy czasteczkami hyrofobowymi a
polarnymi - hydrofilowymi. Na wielko$¢ tego oddziatywania istotny wpltyw ma nie tylko
odlegtos¢, ale réwniez typ uporzadkowania czasteczek wody, generowany przez obecnych w
uktadzie polarnych sasiadéw, a zatem zaréwno wielkos¢ jak i uktad otoczenia hydratacyjnego.
Na krétkich odlegtosciach przewyzsza ono o rzad wielkosci potencjat van der Waalsa, natomiast
zanika w sposéb eksponencjalny wraz ze wzrostem odlegtosci (zasieg rzedu 1=-2nm). Waznymi

grupami opisywanymi przez MM sa surfaktanty oraz polimery. Zwiazki te funkcjonuja
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cmc

.rJ ; %%%

Koncentracja surfaktantu

Napiecie powierzchniowe

Rysunek 1.3: Graficzna reprezentacja wptywu koncentracji na samoorganizacj¢ czasteczek
lipidéw w formie micel. cmc (critical micelle concentration) opisuje koncentracj¢ powyzej,
ktorej lipidy tworza formy ztozone.

w skali uporzadkowania zwanej mezofaza, ktdrej stopienn uporzadkowania jest okreSlany
pomigdzy brakiem uporzadkowania cieczy izotropowej a porzadkiem majacym miejsce w pelni
uporzadkowanym krysztale. Wtasnos¢ ta powoduje réznice w stosunku do klasycznych cieczy,
ktore sa izotropowe 1 nie posiadaja uporzadkowania orientacyjno-translacyjnego. Ze wzgledu
na problem obrazowaniem struktury uktadow MM trzeba stosowac¢ modele przyblizone. W tym
celu stosuje si¢ techniki komputerowe pozwalajace na odtworzenie zachowania w uktadach in

silico.
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Ksztatty micel

Sferyczna Elipsoidalna Cylindryczna
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Rysunek 1.4: Typy micel wystepujace w rozpuszczalnikach polarnych 1 niepolarnych.
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1.3 Chrzastka stawowa

Modelowym obiektem badan przedstawionym w tej pracy jest uklad chrzastki stawowe;j.
Uktad sktada si¢ z dwoéch poro-elastycznych powierzchni tracych oraz cieczy smarujacej
zwanej ciecza synowialng (Rysunek 1.5). Chrzastka stawowa jest elementem lepkosprzezystym
zbudowanym z chondrocytéw, kolagenu, kwasu hialuronowego (Garg & Hales 2004), wody
oraz innych sktadnikow (Wright & Dowson 1976). [lo§¢ mazi stawowej w jednym stawie
wynosi 3 <+ 5 ml i jest ciecza nienewtonowska: wspétczynnik lepkoSci dynamicznej wynosi
od 1 mPas do 4 Pas (Jebens & et al. 1959). Dodatkowo powierzchnie smarowane sa ciecza
synowialng ztozona z: wody do 70%, proteoglikanéw, kwasu hialuronowego, fosfolipidéw

oraz innych sktadnikéw. Rolg cieczy synowialnej jest odzywianie chrzastki, smarowanie oraz

\ Torebka

\ / whiknista

amortyzacja nacisku na chrzastke.

)|
~———{—— Btona

maziowa

Jama stawu z
cieczg synowialng

Rysunek 1.5: Anatomiczna budowa stawu kolanowego - najwigkszego stawu w ludzkim ciele.

W prawidlowo zbudowanym i zdrowym stawie czlowieka warstwa mazi stawowej
oddziela wspdtpracujace powierzchnie kosci stawu i zapewnia wystgpowanie tarcia ptynnego.
Faza wodnista cieczy synowialnej jest latwo wciSnigta w porowata chrzastke, a wigksze
czastki kwasu hialuronowego pozostaja w szczelinie smarowniczej, zapobiegajac wystapieniu
tarcia suchego. Te niezwykle wtasnoSci cieczy synowialnej, wyrazajace si¢ zdolnoScia
przystosowywania si¢ do zmiennych obcigzen stawdéw, zapewniaja prawidtowe warunki
funkcjonowania uktadu kostno-stawowego cztowieka. K. Wierzcholski (Wierzcholski 2006)
wyrdznia cztery podstawowe rodzaje tarcia, ktére moga wystapi¢ w przypadku stawow.

Tarcie ptynne wystepuje w zdrowym stawie, gdy powierzchnie oddzielone sa warstwa
kilkudziesigciu mikrometréw cieczy synowowej. Sita tarcia i wspotczynnik tarcia wyrazone
sa;

Fp=""su="1 (1.4)
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gdzie: 7 to lepkos¢ dynamiczna cieczy, V -predkos¢ $cinania, A- powierzchnia stykajacych sig
powierzchni kostnych, h-§rednia grubosé warstwy smarujacej, PP-sita nacisku.

Tarcie elastohydrodynamiczne jest efektem wystapienia duzych obciazen. GruboS$¢ warstwy
smarnej zmienia si¢ od 0.10 do 1.00 pum. Dlugos¢ strefy kontaktu dochodzi do 0.10 mm.
Przy tym rodzaju tarcia wysoko$¢ chropowatosci tkanki kostnej jest porownywalna z gruboscia
warstwy smarujacej wytworzonej przez maz stawowa.

Tarcie graniczne zachodzi gdy powierzchnie trace koSci sa oddzielone warstwa smaru o
grubosci ponizej 1 pm. Znajdujaca si¢ na powierzchni styku koSci uporzadkowana warstwa
graniczna o grubosci rzedu 107'! + 107!° m jest pod dziataniem sit elektrostatycznych.
Oddzialywanie tego pola moze powodowal zwigkszenie przestrzennego upakowania i
uporzadkowania czastek, czego efektem jest wzrost lepkosci 1 gestoSci cieczy synowialnej w
poréwnaniu z wartoscig lepkosci dynamicznej normalnego filmu smarowego wystgpujacego
podczas tarcia ptynnego.

Tarcie mieszane (gdzie wystgpuja obszary z i bez smaru) wystgpuje na ogét przy matych
predkoSciach 1 duzych naciskach, np. w przypadku rozpoczgcia ruchu. W przypadku
niedostatecznej iloSci mazi stawowej w zmienionych chorobowo stawach tylko czes$¢
powierzchni tkanki kostnej jest oddzielona substancja smarowa, a w pewnych obszarach
wystapi bezposredni styk tkanki kostne;j.

Chrzastka stawowa jest organem podatnym na urazy. Najczestsza choroba dotykajaca
stawy jest osteoartroza (OA) -choroba polegajaca na zaniku chrzastki w stawie pod
wpltywem czynnikéw mechanicznych lub fizjologicznych. Tabela 1.3 pokazuje sktad cieczy
w réznych etapach rozwoju choroby. Warto podkreslié, ze OA powoduje takze zmiang pH
Srodowiska cieczy synowialnej co ma zasadnicze znaczenie w modelu utatwionego smarowania

zaprezentowanym w tej pracy.

Parametr Zdrowa | Wczesna | P6Zna RA
OA OA

Lubrycyna(ug/mL) | 364 244 152 139

Fosfolipidy(nmol/mL) 314.2 643.8 758.8 877.7

Kwas 2.2 1.7 1.9 1.0

hialuronowy(mg/mL)

pH 7.3 7.6 8.1 6.8

Tablica 1.1: Skfad cieczy synowialnej w réznych stanach chorobowych (Kosinska & et al.
2015).
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1.4 Smarowanie hydratacyjne

Agregaty lipidowe wystgpuja w przyrodzie m.in. jako blony komoérkowe. Budowa lipidu z
hydrofobowym neutralnym elektrostatycznie ogonem oraz hydrofilowa natadowana gtéwka
determinuje jego wilasciwosci. W Srodowisku wodnym formy zagregowane oddziatuja ze
soba zapewniajac dodatkowe wilasciwosci. Wielu autoréw przekazato doniesienia dotyczace
zjawiska odpychania hydratacyjnego (Klein 2013, Pawlak & Oloyede 2008, Pawlak et al.
2010, 2016). Zjawisko polega na elektrostatycznym odpychaniu form zagregowanych. W
pracy (Pawlak et al. 2010) prof. Pawlak przedstawit zalezno$¢ migdzy pH a wspoiczynnikiem
tarcia dla dwéch warstw lipidowych tracych o siebie w Srodowisku soli fizjologicznej.
W zakresie fizjologicznego pH (powyzej 7.4) wspétczynnik tarcia w funkcji pH osiaga
minimum, co zwigzane jest wlasSnie z opisywanym efektem (Hills 2000, Daniel 2012).
W poblizu natadowanej elektrostatycznie warstwy czasteczki wody tworza uporzadkowane

struktury wywotujac efekt odpychania jak pokazano na Rysunku 1.7. W rezimie smarowania

A A S A A NS N A, v YL YAV L VAV

Rysunek 1.6: Tarcie dwoch powierzchni stawowych pokrytych dwuwarstwami lipidowymi.
Powigkszenie fragmentu na granicy dwuwarstw ukazuje uporzadkowanie czasteczek wody w
poblizu powierzchni dwuwarstwy. Zaczerpnigte z pracy (Pawlak et al. 2016).

granicznego przestrzenie miedzypowierzchniowe sa na tyle mate (100pm), ze potrzebny jest
dodatkowy mechanizm zmniejszajacy tarcie. W tym zakresie najefektywniejszymi formami
sa tzw. ,,szczotki” tworzone przez lubrycyne, HA 1 lipidy (uproszczony obraz tej struktury
pokazano na Rysunku 1.7). To tzw. smarowanie szczotkowe (Seror & et al. 2011). Przyczyna
silnego efektu smarowania zapewnianej przez polimerowe szczotki jest to, ze sa one w stanie

przenosi¢ duze obcigzenie normalne, utrzymujac migdzyfazowy ptynny obszar pomigdzy nimi
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podczas przesuwania. Prowadzi to do bardzo matych oporéw tarcia przeciwstawiajacych sig
Slizganiu, stad niskie wspotczynniki tarcia. Efekt ten przypomina przenikania si¢ dwéch
wiokien polimeru. Ze wzgledu na silne odpychanie objetosci wykluczonej podczas interakcji
migdzy oddzialujacymi strukturami wystepuje silny opér. Mozna wykazaé (Seror & et al. 2012),
ze warto$¢ wzajemnego naktadania si¢ widkien polimerowych d w bardzo matym stopniu
zalezy od Sci$nigcia:

doc D7Y3(D < 2L). (1.5)

L we wzorze oznacza dlugos¢ widkna. Zatem pigciokrotne $ciSnigcie szczotek zwigkszy

szeroko$¢ strefy przenikania o okoto 70%.

Fr

D jd

Rysunek 1.7: Mechanizm smarowania szczotek polimerowych. Warto§¢ D opisuje odlegtos¢
miedzy powierzchniami. £, to sita normalna przytozona do powierzchni gérne;j.
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1.5 Mechanizm Grotthussa

Transport jonéw hydroniowych w wodzie jest zjawiskiem odgrywajacym wazna rolg w wielu
procesach biologicznych np. syntezie ATP. Model utatwionego smarowania zaktada hipoteze,
wedtug ktérej w wyniku nacisku zadanego w stawie, zerwaniu ulegaja wigzania wodorowe
w czasteczkach wody (Gadomski et al. 2008). Tak powstale kaskady jonéw hydroniowych w
przestrzeniach inter-micelarnych, tzw. kanatach micelarnych/jonowych, powoduja rozpychanie
widkien sieci kwasu hialuronowego, przyczyniajac si¢ w ten sposob do absorpcji nacisku 1
normalizacji smarowania (Gadomski, Betdowski, P., Rubi, Urbaniak, Augé, Santamaria-Holek
& Pawlak 2013). Jony hydroniowe charakteryzuja si¢ bardzo wysoka przewodnoS$cia w wodzie,
ktéra wynosi ok. 3.62 - 1073em?V ~1s~! i jest prawie 5 razy wieksza od kolejnego pod
tym wzgledem jonu amonowego (E.DeCoursey 2003). Mechanizm przewodnictwa jonowego
opisywany jest przez tzw. mechanizm Grotthussa 1 powigzany z nim mechanizm - hoppingu
(przeskakiwania) jonu hydroniowego. Mechanizm ten opisat pierwszy raz Theodor Grotthuss
w 1806 roku, starajac si¢ w ten sposéb wyjasni¢ wysokie przewodnictwo jonowe wody. W
mechanizmie Grotthussa jon hydroniowy przemieszcza si¢ poprzez wigzanie wodorowe z
kolejnymi klastrami wody. Jednak badania z XX wieku prowadzone przez min. Manfreda
Eigena i Noama Agmona pokazuja zmodyfikowany i zgodny z danymi eksperymentalnymi
obraz (Agmon 1995, Cukierman 2006). Mianowicie: woda sktadajaca si¢ m.in. ze struktur typu:
kation Zundela (H, 50; ) 1 Eigena (HQOI), (Patrz Ryunek .1.8) dolna czgs$¢ a) i b). Transport
odbywa si¢ (Rys. 1.8) poprzez zrywanie wigzania w jonie Eigena tworzac kompleks jonu
Zundela 1 wody po czym struktura ta odtwarza si¢ w nastgpnym kroku transportu. Transport

Grotthussa pelni takze wazna rolg w transporcie jonéw w dwuwarstwach lipidowych.

(ay

e
. A ’ pod

Q

Rysunek 1.8: Mechanizm Grotthussa. W gérnej czgsci widzimy najbardziej prawdopodobny
mechanizm dzialania: z jonu Zundela do Eigena i z powrotem do Zundela. Dolna czg$¢
przedstawia dwa rodzaje jonéw: a) Zundela, b) Eigena.



Rozdziafl 2
Metody obliczeniowe fizyki

Ztozonos¢ uktadéw fizycznych oraz limity zastosowan metod eksperymentalnych wymuszaja
tworzenie narzg¢dzi wykorzystujacych metody numeryczne. Metody te wykorzystuja coraz
lepiej rozwinigta infrastrukture komputerowa oraz wyrafinowane techniki obliczeniowe. Do
metod takich mozemy zaliczy¢ metode Monte Carlo (MC), dynamike¢ molekularng (MD),
automaty komoérkowe (CA) oraz inne (Heermann 1997). Metoda dynamiki molekularne;j,
ktéra wykorzystano w tej pracy jest powszechnie stosowang do symulacji zarowno ukladow
biologicznych jak i fizycznych oraz chemicznych. Metoda ta pozwala na badanie uktadéw
atomowych jak i takich, w ktérych skala przestrzenna sigga mikrometréw, a skala czasowa
- milisekund. W tym celu stosuje si¢ wyrafinowane algorytmy pozwalajace na badanie
uktadéw z zalozonym stopniem ogdélnosci. W rozdziale tym zaprezentowano przeglad metod
numerycznych wykorzystywanych na potrzeby pracy. R6znorodnosé zastosowanych technik
wynika z réznej skali opisu interesujacego mnie zagadnienia od skali nano do mezoskopowe;j.
Jak wspomniano w poprzednim rozdziale mechanizm tarcia jest procesem wieloskalowym.
Zjawiska zachodza zarowno w skali nanoskopowej jak rowniez obserwuje si¢ efekty kwantowe

- bardzo istotne dla mechanizmu ulatwionego smarowania.

18
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2.1 Dynamika molekularna

Dynamika molekularna (MD-molecular dynamics) jest metoda polegajaca na numerycznym
rozwigzywaniu zespotu rownan Newtona dla kazdej z N czasteczek i komputerowej symulacji

przestrzeni fazowej dla modelu uktadu molekut (Rysunek 2.1):
N N
E(t) ==Vi) Y V(ry(), (2.1)
i=1 j>1

gdzie Fj(t) jest sila dzialajaca na i-ty atom w chwili t, za§ V/(r;;(¢)) opisuje potencjat
oddzialywania i-tego atomu z j-tym atomem znajdujacym si¢ w odlegtosci r;;. Potencjatem

najczesciej wystepujacym w MD jest potencjat 12-6, czyli potencjat Lennarda - Jones:

o= (5 (),

gdzie: o oznacza odleglos¢, dla ktérej potencjal LJ réwna si¢ zero, a € oznacza silg

5
WIE

m ria

Rysunek 2.1: Potencjal Lennarda-Jonesa w funkcji odlegtosci miedzy Srodkami mas atomow.

oddziatywania, za$ r to odlegto$¢ migdzy oddzialujacymi atomami. Ze wzgledu na to, ze w
symulacjach mamy do czynienia z duza iloSciag atoméw (siggajaca od setek do miliardow),
przyjeto, ze kazdy z atoméw oddziatuje tylko z atomami w bliskiej odlegtosci 2.50. Na
Rysunku 2.1 przedstawiono jak potencjat L-J maleje powyzej = o. Stad takie przyblizenie ma
uzasadnienie, dodatkowo pozwala ono oszczedzi¢ czas obliczeniowy. W pracy tej dodatkowo

ze wzgledu na obecno$¢ tadunkéw elektrycznych modelowanych czasteczek wykorzystuje sig
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potencjal Coulomba:
_ 1 ae
4dre 12’

q1 1 g2 to tadunki atoméw. Dodatkowo oddzialywania migdzy atomami tworzacymi ztozone

V(r) (2.3)

struktury opisane sa za pomoca tzw. potencjaléw zwigzania:
V(r) =k(r—ro)? (2.4)

k oznacza stala sprezystosci, za§ ry to dlugo$¢ wiazania. Dodatkowo pomigdzy trzema

kolejnymi atomami wystgpuje potencjat katowy:
Vo(r) = ke(© — ©9)?, (2.5)

© i O, okreslaja kat oraz kat réwnowagowy. Dodatkowo moga wystgpowaé potencjaty
wiazace katy dwuscienne itp. W zaleznosSci od problemu dodaje si¢ dodatkowe potencjaty lub
modyfikuje okreslone powyzej w celu osiagnigcia wymaganego stopnia szczegétowosci uktadu.
Po okresleniu wszystkich interesujacych nas oddziatywan rozwiazujemy rownanie dla kazdego
z atomOw w postaci:

mi(t) = Fi(t),i = 1...N. (2.6)

Uzywajac algorytmu Verleta mozemy wyliczy¢ potozenie i predkos¢ za pomoca formuty:
IPNT
m

Istnieje szereg pakietow oprogramowania do prowadzenia symulacji dynamika
molekularna, najpopularniejsze to ABINIT (DFT), AMBER (model klasyczny), CHARMM,
GROMACS, LAMMPS czy YASARA.

W symulacjach MD mamy do czynienia w wieloma problemami. Do gtéwnych probleméw
naleza utrzymywanie stalej temperatury uktadu, zachowanie stalej liczby czasteczek oraz statej
energii calkowitej uktadu zamknigtego. W symulacjach mozemy symulowac kilka rodzajéow
zespotow statystycznych:

- mikrokanoniczny (NVE): ze stalg liczba czasteczek N, objetoscia V i energia E,

- kanoniczny (NVT): ze stalg liczba czasteczek N, objetoscia V i temperaturg T,

- izotermiczno - izobaryczny (NPT): ze stala liczba czasteczek N, ciSnieniem P i temperaturg T.
W celu zachowania statej liczby czasteczek uzywa si¢ tzw. periodycznych warunkéw
brzegowych. Procedura ta polega na traktowaniu Scianek pudta symulacyjnego jako takich,
gdzie czasteczka wychodzac z jednej ze Scian wchodzi z powrotem $ciana réwnolegta. W

obliczeniach numerycznych korzystano z programu LAMMPS (Large-scale Atomic/Molecular
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Rysunek 2.2: Biatko w reprezentacji wstazkowej z woda w pudle symulacyjnym.

Massively Parallel Simulator) (http://lammps.sandia.gov/ n.d.) oraz YASARA (Yet Another
Scientific Artificial Reality Application) (http://yasara.org/ n.d.).
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2.2 Modelowanie molekularne

W moich symulacjach komputerowych wykorzystam klasyczng dynamike¢ molekularng z
uzyciem pola sitowego AMBER (Cornell & et al. 1995) przy statej warto$ci wspdtczynnika pH
(Swails & et al. 2014). Uzyskanie stalej wartoSci pH osiaga si¢ przez modyfikacje potencjatu
protonizacji - modyfikujac oddzialywanie wodoréw z innymi atomami i mozliwoS¢ tworzenia

wigzan wodorowych.

2.2.1 Modele gruboziarniste

Ztozonos$¢ uktadéw biologicznych wymaga uzycia nowych metod bgdacych w stanie dokonac
obliczen w rozsadnym czasie i w wigkszych skalach przestrzennych (Tozzini 2005) wymusita
opracowanie modeli gruboziarnistych - coarse-grained (CG). Modele pozwalaja na osiagnigcie
wigkszych skal czasowych i przestrzennych w poréwnaniu z klasycznym podejsciem. Model
gruboziarnisty zaklada, ze grupe atoméw traktujemy jako jeden ’koralik’, ktéry posiada
usrednione wlasciwosci catej grupy atoméw. Do najbardziej znanych modeli gruboziarnistych
nalezy pole sitowe MARTINI, stworzone przez Marrink’a et al. (Marrink et al. 2007). Pole to
zostalo we wstepnej wersji zaproponowane do odtwarzania interakcji migdzy lipidami a woda,
jednak z czasem rozrosto si¢ tak, aby méc konstruowa¢ modele aminokwaséw, DNA, biatek,
polimeréw. MARTINI definiuje 4 podstawowe grupy atomoéw, z ktérych mozna zbudowaé
wymienione czasteczki. W sktad podstawowych sktadowych potencjatu MARTINI wchodza
czasteczki: polarne (P), niepolarne (N), apolarne (C) oraz natadowane (Q). Kazdy z tych
rodzajow ma dodatkowo swoje podgrupy (4 lub 5) i catkowita liczba ,,cegietek” to 18. Istnieje
jeszcze dodatkowa klasa oddziatywan, z ktérych korzystam w tej pracy - a mianowicie potencjat
pozwalajacy tworzy¢ hydrofobowe powierzchnie typu grafen lub grafit (Gobbo & et. al. 2013).
Model ten oferuje dodatkowo trzy rodzaje gruboziarnistej wody i pozwala na tworzenie nowych
gruboziarnistych czasteczek (Marrink & Tieleman 2013). Interakcje migdzy czasteczkami
opisywane sa przez: zmodyfikowany potencjat van der Waalsa (VdW)(Marrink et al. 2007) oraz
potencjal Coulombowski. Oddziatywanie VAW jest podzielone na 9 podstawowych rodzajéw
interakcji: od silnego do stabego z promieniem o réwnym 4.7 lub 6.2 (Marrink et al. 2007).
Krok czasowy waha si¢ migdzy 20-50 ps. W ponizszej Tabeli 2.1 zaprezentowano rodzaje
oddziatywan miedzy gruboziarnistymi atomami. Pole sitowe MARTINI stosuje odwzorowanie
4 do 1, co oznacza, ze jeden gruboziarnisty koralik reprezentuje cztery grupy atomowe
np. 1 czasteczka wody reprezentuje 4 rzeczywiste i jej masa to 72 au (Rysunek 2.3).
Odwzorowanie takie zostato zastosowane tak, aby zachowaé¢ kompromis migdzy szybkoscia
symulacji, a zachowaniem witasciwosci uktadu. W poréwnaniu z symulacjami w reprezentacji
petno-atomowej opisywany model pozwala wykonywac obliczenia 4-12 razy szybciej. Z tego

wzgledu model pozwala na symulowanie uktadéw dochodzacych do mikrometréw a w skali
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Q P N c
sib  da  d a 0 5 4 3 2 1 da d a 0 5 4 3 2 1
Q da o 0 o @m 0 0 o I I I I I W OV VI VI X IX
a o I o m o o o I I I m I W V VI VI X X
a o o0 I I o 0 o I I I I m W OV VI VI X IX
0 o o o v I 0 I oI m m Im Im v V VI VI X IX
P 5 o 0 o0 1 0 0 o o o I I I W V VI VI VI VI
4 o o o0 0 o I I O o m I Im Iv V VI VI VI VI
3 o o o0 I o I I oI o o o o W IV V V VI VI
2 i I i I o if oI O o O O O m IV IV V VI VI
1 I I I m o if oI O o O &I o m N N IV V VI
N d I I I m 1 m o o o o oI o N I V VI VI VI
d 1 m I m I m @O o o o m o ¥ I V VI VI VI
a I I m m I m o o o O o m IV IV V VI VI VI
0 N W IV W v N m m N NN N N NN I V VI
c s v VvV VvV Vv Vv v N N N IV IV IV IV N N IV OV 0V
4 Vi VI VI VI VI VI V I I V V V N N NN IV V @V
3 VI Vi Vi vi Vi VI V V I VI VI VI W IN N I W IV
2 X X X X VI VO VI VI V VI VI VI V V V I I IV
1 X X X X VIIL VII VI VI VI VI VI VI VI V V W W IV

Tablica 2.1: Tabela oddziatywan miedzy atomami r6znych typéw. W symulacjach wykonanych
na potrzeby tej pracy oddziatywania miedzy hydrofobowymi czg¢Sciami lipidéw zostaly
zwigkszone dwukrotnie. Miato to na celu uniknigcie sytuacji, gdy interakcje miedzy micelami
powodowaly wymiang¢ lipidéw jak 1 sytuacje, w ktdérej micele ulegaja zniszczeniu podczas
kontaktu. Dla wszystkich rodzajow oddziatywan o = 4.7 poza oddzialywaniem IX gdzie
promien ten wynosi 6.2 (Marrink et al. 2007).

czasowej do milisekund. W Rozdziale 5 zostang przedstawione wyniki symulacji uktadu dwoch

micel tracych o siebie w Srodowisku wodnym.

Rysunek 2.3: Reprezentacja czasteczki lipidu w modelu MARTINI. Lipidem najczgsciej
wystepujacym w cieczy synowialnej jak 1 chrzastce stawowej jest lipid DPPC
(dipalmitylofosfadynocholina), przedstawiona na rysunku. W Rozdziale 5 zaprezentowano
symulacje dwu micel prostych zbudowanych z surfaktantéw DPC oraz dwu micel odwréconych
zbudowanych z lipidéw DPPC z woda wewnatrz.
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2.2.2 Sterowana dynamika molekularna

Modyfikacja klasycznej dynamiki molekularnej jest sterowana dynamika molekularna (ang.
Steered Molecular Dynamics) (Isralewitz & et al. 2001), w skrécie SMD. Metoda polega na
dziataniu stata zewnetrzna sita na okreslony atom lub grupg atoméw. Sita moze by¢ zadana na
dwa sposoby: bezpoSrednio - wymuszajaca ruch ze zmienng predkoscia lub poprzez potaczenie
wiazac atom z wirtualnym atomem za pomoca wirtualnej sprezyny co skutkuje ruchem ze statg
predkoscia - Rysunek 2.4. W wyniku dziatania sity nastgpuje ruch czasteczki w uktadzie lub jej

zmiana konformacyjna. Sit¢ zewnetrzna dziatajaca na atom definiujemy:
ﬁ =—-vU, (2.8)

oraz:

U= %k[vt — (7 —rg) -3, (2.9)

gdzie k jest stata sprezystoSci, v jest predkoScia czasteczki wymuszajacej ruch, r 1 7
to polozenia odpowiednio wirtualnej czasteczki wymuszajacej ruch oraz Srodkiem masy
czasteczki, t - czas a 77 opisuje kierunek ruchu. SMD stuzy do badania mechanicznych
1 dynamicznych wlasciwosci struktur zaburzajac ich réwnowage za pomoca zewngtrznej
sity. SMD uzywana jest jeszcze do przyspieszania lub hamowania modelowanych proceséw
biologicznych oraz do modelowania doswiadczen przeprowadzanych za pomoca mikroskopu
sit atomowych lub atomowej pesety (ang. optical tweezers). Modelowanie pozwala na zebranie
wigkszej iloSci danych 1 statystyk niz w przypadku rzeczywistego doSwiadczenia, ale jak
wszystkie obliczenia komputerowe, obarczone jest blgdem. Podczas SMD, tak samo jak
w przypadku klasycznej dynamiki molekularnej, mozna §ledzi¢ zachowanie pojedynczych
atomoéw, rozpadanie si¢ wigzaf i struktur drugo- oraz trzeciorzgdowych, na tej podstawie mozna
réwniez wnioskowaé o ich tworzeniu sig.

W przeprowadzonych eksperymentach dokonano potaczenia dwéch wymienionych metod:
mianowicie SMD oraz CG. Obie metody stuza skréceniu czasu obliczer. Nalezy jednak
pamigtad, ze takie potaczenie generuje niepewnosci interpretacyjne wzgledem interpretacji skali

CZasowej

2.2.3 Wielkosci wyznaczane za pomoca MD

MD polega na wyznaczaniu predkosci i potozen w danej chwili czasu. Na podstawie tych
warto$ci oraz znajac parametry pola sitowego mozemy wyznaczy¢ wiele cech systemu. Na
podstawie wynikow symulacji wyznaczono szereg parametrow:

Tensor bezwtadnoSci opisuje rozktad atoméw czasteczki wzgledem Srodka jej masy wedlug
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Rysunek 2.4: Obraz z symulacji interakcji dwéch micel w Srodowisku wodnym. Micele
pomalowano na dwa rézne kolory, jednak maja one doktadnie taka sama budowe. Sterowana
dynamika molekularna w tym przypadku polegata na polaczeniu wirtualnego atomu
(nieoddzialujacego z innymi atomami) ze Srodkiem masy miceli wirtualna sprezyna. Nastgpnie
wirtualny punkt poruszat si¢ ze stala predkoscia. Rysunek zaczerpnigty z (Betdowski, P,
Winkler, Htadyszowski, Jung & Gadomski 2016).

WZoru:
N

1
Ris = Gap = 57 D _(Arialrig), (2.10)

i=1
N oznacza liczbe atoméw w czasteczce Ar; , i Ar; 3 odchytki potozeni od Srodka masy w danej
osi. Trzy rodzaje powierzchni: Van der Waalsa, molekularna, dostgpna dla rozpuszczalnika
pokazane zostaly Rysunku 2.5. Do wyznaczania powierzchni: VdW, molekularnej i dostgpne;j
dla rozpuszczalnika wykorzystuje si¢ metody przyblizone jak i doktadne. Wigkszos¢
metod przyblizonych oparta jest na algorytmie obliczenia calek metoda Monte Carlo. Do
analitycznych metod wyznaczania mozna przedstawic te zaproponowane przez Connolyego
(Connolly 1983) i Richmonda (Richmond 1984). Ilo$¢ oddzialywan hydrofobowych, okreslona
jako liczba miejsc, gdzie czastka wody jest w odlegto$ci mniejszej niz 1 nm od czasteczki
hydrofobowej. RMSD (root mean square deviation) opisuje Srednio-kwadratowe odlegtosci

migdzy atomami (gtéwnie cigzkimi: C, O, N) w czasteczce:

1 n
RMSD(5,1) = | = > Jvi = wi 2.11)
=1

v 1 w to wektory n-elementowe opisujace potozenia atoméw. Wektor koniec - koniec R

czgsto wykorzystywany z fizyce polimeréw opisujacy odlegto$¢ migdzy koncami polimeru,
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Molekularna Van der Waalsa Dostepna dla rozpuszczalnika

Rysunek 2.5: Graficzne przedstawienie idei powierzchni: molekularnej, VAW oraz dostgpne;j
dla rozpuszczalnika.

zdefiniowany jest:

}?:R}—ﬁ():Zﬁ», (2.12)

Ry oraz Ry to potozenia pierwszego monomeru w czasteczce polimeru. Mozna dowies¢, ze

dlugos¢ wektora R zalezy od N - liczby meréw polimeru i Sredniej odlegto$ci migdzy merami:

(R?) = <<Z) - (Zrz>>=z<ﬁ-ﬁ>+222<ﬁﬂ>:

% J % 1<j

N N (2.13)
NEP+2> 3 () = NP 4+2) (N —n) (7 - rifn)
=1

i=1 j=i+1



Rozdziat 3
Model utatwionego smarowania

Prezentowany model oparty jest na dobrze opisanym zjawisku reorganizacji cieczy zawierajacej
czasteczki amfifilowe (Roberts 1971, Hills & Buttler 1984) pod wptywem przytozonego
pola sitowego. SAPL (powierzchniowo aktywne fosfolipidy - surface active phospholipids)
gtéwnie fosfatydocholina (DPPC), fosfoetalynoamina (DPPE) oraz sfingomielina (SPH) (Hills
& Buttler 1984) tworza micele oraz dwuwarstwy lipidowe elektrostatycznie odpychajace si¢
natadowanymi powierzchniami (Klein 2013). Lipidy wraz z kwasem hialuronowym i lubrycyna
sa gléwnymi skladnikami wplywajacymi na wlasciwosci smarowania cieczy synowialnej
(Gadomski et al. 2008). Wedlug modelu ulatwionego smarowania micele ze wzgledu na
sw0j sferyczny ksztalt zmieniaja typ tarcia, ze Slizgowego na toczne znacznie zmniejszajac
warto$¢ sily tarcia. Odpychanie hydratacyjne jest takze istotnym elementem tarcia szczoteczek
tworzonych przez lubrycyne, kwas hialuronowy oraz lipidy (Dedinate 2012). Przedstawiony
rozdzial oparty jest na pracach (Betdowski, P. et al. 2014, 2013, Gadomski, Betdowski, P.,
Rubi, Urbaniak, Augé, Santamaria-Holek & Pawlak 2013, Gadomski, Betdowski, P., Augé,
Htadyszowski, Pawlak & Urbaniak 2013, Gadomski et al. 2008).

Rysunek 3.1: Graficzna reprezentacja uktadu, uwzgledniajaca efekty opisane w pracy. Zielone
linie prezentuja tancuchy kwasu hialuronowego, niebieskie lubrycyng. Lipidy (przedstawione
jako ,.gléwki” potaczone z ogonkami) przyjmuja wiele form: dwuwarstw, micel oraz
cylindrycznych form otaczajacych HA. Wtracenie przedstawia tzw. kanaly jonowe przewodzace
jony hydroniowe w przestrzeniach migdzy micelami.

27
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3.1 Model matematyczny

Opisywany model ma charakter wieloskalowy i wiaze smarowanie z efektem transportu
jonéw wodorowych jak 1 tarcia micel oraz ich interakcji z kwasem hialuronowym - jak
pokazano na Rysunku 3.1. Pod wptywem nacisku - wedtug modelu - zrywane zostaja wigzania
wodorowe czasteczek wody, co skutkuje uwolnieniem wolnych jonéw wodorowych. Obecnos$¢
ujemnie natadowanego HA powoduje przyciaganie ,.kaskad” jonéw, mogacych rozpychac
elektrostatycznie sieci kwasu. Jak pokazano w (Nosonovsky 2010) transport wodoréw w tzw.
transporcie Grotthussa jest utatwiony w poblizu dwuwarstw. Przestrzenie migdzy micelami
tworza specjalne warunki pozwalajace na ukierunkowany transport jonéw hydroniowych ze
wzgledu na ograniczenie przestrzeni ruchu. Te tzw. kanaly intermicelarne sa dodatkowym
efektem wzmacniajacym zjawisko smarowania. Rysunek 3.2 ukazuje graficzng reprezentacje
modelu jako uktadu sktadajacego si¢ z dwdch powierzchni tracych i warstwy smarujacej miedzy
nimi.

Model utatwionego smarowania zdefiniowany jest przez uktad trzech réwnan rézniczkowych
pierwszego rzedu opisujacych koncentracje SAPL w objetosci cieczy synowialnej
oraz w warstwie przypowierzchniowej. Migedzy powierzchniowy proces tribomicelizacji
odpowiedzialny jest za kreacj¢ sferycznych micel powstajacych przez przenikanie lipidéw z

warstwy przypowierzchniowej do migdzypowierzchniowe;.

% = g +bp+cp—p?
® —e+ fp+kNua(l—¢) (3.1)

wocok-(1-(£)1),

Roéwnanie (3.1) opisuje zmiang koncentracji SAPL w czasie blisko powierzchni AC w formie
dwuwarstw lipidowych. Zmienna oznaczona jako p opisuje pole koncentracji na lipidéw na
powierzchni AC, za$ ¢ w objgtosci cieczy. a + b opisuje sprzg¢zenie migdzy dwoma polami
koncentracji p i ¢ w najprostszej formie liniowej, z zalozeniem istnienia wolnego Zrédta amfiflili
a wyptywajacych od ptynu synowialnego b¢. Nieliniowa czg¢$¢ réwnania opisuje dynamike
lipidow w dwuwarstwie, ktéra wigze mechanizm kreacji i anihilacji wad powierzchniowych.
Kreacja defektu jest procesem wymiany jednej czasteczki wody przez dwie czasteczki lipidow
z powierzchni. Anihilacja, polega na wymianie dwdéch czasteczek wody jedna czasteczka lipidu.
Parametry c i ¢ sa wielkoSciami kreacji i anihilacji defektéw. Gdy czton liniowy réwna si¢ zero
Réwnanie (3.1) przybiera forme dobrze znanego w fizyce powierzchni rOwnania Smirnova.
Druga cz¢$¢ uktadu Réwnan (3.1) opisuje koncentracj¢ lipidow w objgtosci cieczy synowialne;j.
Parametr N4 opisuje koncentracj¢ kwasu hialuronowego, za§ zmienna K opisuje proces

tribomicelizacji. Kiedy pierwsza, liniowa cz¢$¢ Rownania (3.1) réwna jest zero otrzymujemy
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Rysunek 3.2: Graficzna reprezentacja ukladu chrzastki stawowej. Po lewej stronie
zaprezentowano uktad chrzastki stawowej jako skladajacy si¢ z dwoéch powierzchni
tracych oraz cieczy smarujacej. Model utatwionego smarowania opisuje koncentracje
lipidéow przy powierzchni chrzastki, gdzie tworza dwuwarstwy oraz w objetosci cieczy
gdzie tworza sferyczne micele. Z prawej strony zaprezentowano widok sieci kwasu
hialuronowego udekorowanego lipidami. Powigkszenie obrazuje efekt tworzenia kaskad jonow
wspomagajacych smarowanie. Legenda opisuje gtéwne komponenty cieczy synowialne;j.

rOwnanie typu Avramiego - Kolmogorova, opisujace kinetyke zmiany fazy micelarnej (albo
domeny SAPL agregowanej-zdezagregowanej). Ptyn synowialny w zdrowym uktadzie organu
utrzymywany jest w rownowadze, co zaktada - a = e, b = f oraz ) = c - wszystkie procesy w
cieczy sa zbilansowane.

Zmienna K z uktadu réwnar (3.1) opisuje proces tribomicelizacji (pokazany na Rysunku
3.3) zwiazany ze zmiang lepkoSci Srodowiska. Proponowana dynamika tribomicelizacji ma
charakter dyspersyjny. Zmienna K po przeskalowaniu zmiennej czasowej: x(t) = Tcih, gdzie t.,
staje si¢ bezwymiarowa i opisuje charakterystyczny czas micelizacji spowodowany przez tarcie
AC. Zaktadajac, ze w Srodowisku zachodza procesy majace charakter typu Arrheniusa, mozemy
przyjaé 1., =~ exp[Eni./RT), z F,;. reprezentujacym energi¢ wymagang do utworzenia
Sredniej miceli, ? to stata gazowa, dzigki czemu czas tworzenia miceli jest opisany jako zalezny
od temperatury.

Parametr C reprezentuje tempo tribomicelizacji w czasie, za§ cx opisuje stopien
tribomicelizacji. W konsekwencji funkcja K moze ujawnic iloSciowa informacj¢ o smarowaniu
i jego zaleznosci od wspétczynnika tarcia jako funkcja natadowania powierzchni p(t) ~
1/K(t) (Gadomski et al. 2008, Gadomski 1997). Formacja miceli sterowana jest efektem
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Rysunek 3.3: Mechanizm powstawania defektéw na powierzchni AC. Zmiana fazowa
dwuwarstwa - micela indukowana jest polem sitowym.

hydrofobowym, a tempo tworzenia ¢ zalezne od czasu z promieniem opisanym jako R(t) ~ t7.
Z czego wynika objetosé miceli V,,;.(t) ~ t>7. Innym czynnikiem wplywajacym na formacje
miceli jest kinetyka dyspersyjna dla catkowitej struktury micelarnej, K (t) = Ky (1 + ﬂ) _h,
gdzie K, oznacza stala tempa micelizacji (Plonka 2001). Relacja miedzy tymi dwoma
wyktadnikami opisana jest przez 3y — 1 = h, ktéra tworzy relacj¢ struktura-wiasnosé:
wyktadnik v i spektralny wyktadnik /. Formacja miceli jest mozliwa o ile struktura sieci HA
pozwalaja na takie zjawisko (Gadomski et al. 2008), innym efektem moze by¢ powstawanie
struktur HA:PL opisanych w Rozdziale 4. Warto zwrdci¢ uwage, ze rOwnanie opisujace
zmienng K z uktadu réwnan 3.1 jest niezalezne od pozostaly rOwnan oraz, ze pozostalte
dwa roéwnania zaleza od niego bezposrednio dla zmiennej ¢ lub posrednio dla p. Stad kanaty
jonowe maja wptyw nie tylko na wlasciwosci lokalne, ale tez na globalne - znacznie zmienia
wlasciwosci cieczy smarujacej.
Lepkos¢ srodowiska 7 opisana za pomoca relacji fluktuacyjno-dyssypatywnej przybiera
postac:
n(t) ~ kgTt=2/dew (3.2)

gdzie: kp stalg Boltzmanna, dgy to parametr bladzenia przypadkowego. Dodatkowo:

kT
D(t) = — (3.3)
=50
Przyjmujac definicje wspétczynnika dyfuz;ji:
d
D(t) = — (r(t)*) (3.4)
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otrzymujemy
(r2(t)) o tiu (3.5)

Wedtug modelu utatwionego smarowania wspoiczynnik tarcia jest odwrotnie proporcjonalny
do lepkosci dynamiczne;j:
plt) = —— (3.6)

Pomigdzy parametrami uktadu zachodza nastgpujace zwiazki:

2+dp =2 dw (3.7)
(h+1) drp\ _
B + (%) ~ 2 (3.8)

Ostatecznie wspoétczynnik tarcia w funkcji czasu w zaleznosci od czasu przyjmuje postaé:

ﬁfl
u@:a(i> (3.9)

tch

Rysunek 3.4 przedstawia funkcje p 1 ¢ w funkcji czasu dla zmiennej wartoSci kwasu
hialuronowego. Jak widzimy wraz ze spadkiem iloSci kwasu spada koncentracja lipidéow w
warstwie przypowierzchniowej maleje, za$§ koncentracji w objetosci cieczy wzrasta. Mozna
to powiaza¢ z rozwojem choroby co pokazano w Tabeli 1.1 z Rozdzialu 1. OA nie
powoduje duzego spadku koncentracji HA jednak zmienia si¢ jego struktura - fafdcuchy sa
krétsze co w potaczeniu z ekranowanym lipidami Srodowiskiem skutkuje zanikaniem warstwy
przypowierzchniowej. W przypadku zdrowego srodowiska (Rysunki 3.5 i 3.6) koncentracja
lipidéw w obu polach koncentracji i micelizacja zalezne sa od parametréw uktadu. Mozemy

wyznaczy¢ stany stacjonarne uktadu réwnan 3.1) p=¢ = K =0

Ky =cxk (3.10)
e+ [ps
P T 3.11)
Npa - cx
2
b-f . b-f b-e
Npa-ck e \/(NHA'CK T C> +49 (a +o+ NHA'CK>
Pst = 25 (3.12)

Kreacja micel jest w opisywanym modelu zjawiskiem pozadanym, poniewaz struktury te
kompensuja nacisk na chrzastke stawowa. Po ustapieniu nacisku zanikaja zgodnie z prawem
Kelvina - Laplace’a - Younga. Do zaniku micel moze prowadzi¢ takze zbyt duzy nacisk, a
takze sytuacja, gdy ci$nienie wewnatrz miceli jest mniejsze od tego w cieczy synowialnej.
Caly proces tarcia i smarowania, czyli kreacji 1 anihilacji micel ma charakter periodyczny

- przebiega od jednego nacisku do nastgpnego. Jednakze pozytywny wplyw micelizacji
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ograniczony jest istnieniem trwatych sieci molekularnych tworzonych przez kwas hialuronowy.
Wraz ze zmiang sktadu cieczy synowialnej sieci sa stabsze a koncentracja lipidow wzrasta,
w tym przypadku bez odpowiedniego zabezpieczenia micele nie sa w stanie spelnia¢ swoich
funkcji (co opisane zostanie w Rozdziale 4). Wzrost koncentracji lipidéow prowadzi do
powstawania wielkich miceli (Pawlak & Oloyede 2008) zbyt stabych w poréwnaniu z sieciami
polimerowymi czego konsekwencja jest stabsze smarowanie, a ostatecznie tarcie suche -
najbardziej destruktywny rodzaj tarcia. Jak pokazano w pracy (Gadomski, Betdowski, P,
Rubi, Urbaniak, Augé, Santamaria-Holek & Pawlak 2013) opisane wtasciwosci uktadu sa
silnie zwiazane z iloScia kwasu hialuronowego Npy4. Bez jego udzialu, gdy Nyy4 — 0
(cho¢ w praktyce zmienia si¢ jego dlugo$¢ i minimalnie koncentracja) uktad moze wpasé
w drgania oscylacyjne co przy odpowiednich warunkach moze doprowadzi¢ do katastrofy
¢ — oo, skutkujacej kontaktem powierzchni tracych. Zatem wyniki symulacji potwierdzaja
przewidywania modelu 3.1, podkreslajac fundamentalng rol¢ jaka w mechanizmie petnia

oddziatywania kwasu hialuronowego z lipidami. Dopasowania przewidywan efektu odpychania

Rysunek 3.4: Zmiany pol gestosci p i ¢ w funkcji czas dla przypadku patologicznych
zmian. Poszczegélne krzywe wykazuja zmiany iloSci HA od rézowego - duzo HA, do
czarnego - mato HA. Zgodnie z przewidywaniem maleje koncentracja lipidow w warstwie
przypowierzchniowej, za§ wzrasta w objetosci cieczy.
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1.5 1 ! ! ! ! ! ! ! !

Rysunek 3.5: Zmiany pdl gestosci p i ¢ w funkcji czas dla przypadku normalnym. Poszczegdlne
krzywe wykazuja zmiany parametru i od rézowego - h ~ 0 do czarnego - h ~ 1. Zgodnie z
przewidywaniem maleje koncentracja lipidow w warstwie przypowierzchniowej nie zmienia
si¢, zaS w objetosci podlega wigkszym perturbacjom.

powierzchni jonami do danych eksperymentalnych (Forster & Fisher 1996) pokazano na
Rysunku 3.7. Dopasowanie dla cieczy synowialnej daja duzo lepsze wyniki niz w przypadku

roztworu soli fizjologicznej. Moze si¢ to wigzaé z brakiem struktur HA:PL.
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Rysunek 3.6: Przebieg wartosci tempa tribomicelizacji dla ré6znych parametrow h.

Ty ey S
20 40 B0 . 80 100 120 20 40 60 ) 80 100 120
t [min.] t [min.]

Rysunek 3.7: Dopasowania funkcji wspéiczynnika tarcia dla danych eksperymentalnych
dla dwoch roztworéw od lewej: Cieczy synowialnej oraz soli fizjologicznej. Parametry
dopasowania przedstawiono w Tabeli 3.1. Dopasowania dokonano dla danych zaczerpnigtych z
(Forster & Fisher 1996).

Country List
Smar R? SSE a r[min] | h
Ciecz synowialna | 0.9893 0.004303 | 0.00477 | 0.1027 0.1673
Sél fizjologiczna | 0.9217 0.02499 | 0.01007 | 0.1150 0.2270

Tablica 3.1: Parametry dopasowania funkcji zaleznosSci wspétczynnika tarcia od czasu dla
dwdéch réznych cieczy smarujacych. Wszystkie dopasowania zachowuja wartos¢ R? > 0.9.



ROZDZIAL 3. MODEL ULATWIONEGO SMAROWANIA 35

3.2 Kanaly protonowe w mechanizmie smarowania

Aktywowanymi  napigciowo kanatami  protonowymi nazywamy kanaly = jonowe
charakteryzujace si¢ mechanizmem otwierania zaleznym od depolaryzacji silnie powigzanym
ze zmianami pH (Nagle & Morowitz 1978, Cherny & DeCoursey 1999, Blicher & Heimburg
2013). Transport jonéw pelni wazna role w wielu uktadach biologicznych migdzy innymi w
komérkach, DNA itp. (Zabicki et al. 2009, E.DeCoursey 2003). Kanatami protonowymi w
mechanizmie utatwionego smarowania nazywamy uksztalttowana w wyniku zewngtrznego pola
sifowego przestrzenia wystepujaca miedzy powierzchniami micel (Gadomski, Betdowski, P.,
Augé, Htadyszowski, Pawlak & Urbaniak 2013, Gadomski et al. 2008). Tworzenie kanalow
ma charakter dynamiczny i jest efektem towarzyszacym hydrodynamicznym interakcjom
micel i zrywaniu wiazan wodorowych tworzacych kaskady wolnych jonéw hydroniowych.
Ze wzgledu na anomalny charakter dyfuzji na powierzchniach dwuwarstw lipidowych (Wolf
& et al. 2014) mozna podejrzewaé¢ podobny mechanizm w przypadku micel. Co jednak
najwazniejsze dla mechanizmu utatwionego smarowania ruch jonéw jest ukierunkowany ze
wzgledu na istnienie sieci kwasu hialuronowego. Kwas hialuronowy w fizjologicznym pH ma
ujemny tadunek catkowity przez co moze przyciaga elektrostatycznie dodatnio natadowane
jony. Tak powstate kaskady jondw moga elektrostatycznie rozpychaé wiékna HA zapobiegajac
kontaktowi migdzy Scierajacymi si¢ nano-powierzchniami sieci HA. Ruch jonéw w kanatach
micelarnych odbywa si¢ dzigki transportowi typu Grotthussa (Godoy & Cukierman 2001,
Tuckerman et al. 1995, Cukierman 2006, Agmon 1995). Efekt elektrostatycznego odpychania
nanopowierzchni jest silnie zalezny od pH roztworu i stanu sieci. Jak przedstawiono w
Rozdziale 1 wraz z rozwojem OA wzrasta pH cieczy synowialnej, co wiaze si¢ ze spadkiem
koncentracji jonéw. Efekt ten w potaczeniu z uposSledzonym tworzeniem sieci skutkuje
pogorszeniem dziatania stawu. Dodatkowym skutkiem jest zwigkszona koncentracji lipidéw
co wigze si¢ z ekranowaniem Srodowiska. Na Rysunku 3.8 pokazano trzy typy kanatéw
jonowych wystepujacych w mechanizmie smarowania, ktére reprezentuja trzy mozliwe
rezimy dyfuzyjne: od lewej do prawej sa to super-dyfuzja, dyfuzja normalna oraz subdyfuzja.
Wystapienie ktérego$ z tych reziméw zalezy od stanu cieczy synowialnej jak opisano to
powyzej. W pracy (Gadomski, Betdowski, P., Augé, Htadyszowski, Pawlak & Urbaniak 2013)
przedstawiono wptyw czynnikéw jak przekrdj kanatu oraz gestos¢ jonéw hydroniowych na
mechanizm transportu w kanale. Dynamika Smoluchowskiego jest uzytecznym narzgdziem
pomocnym min. w opisie dyspersyjnej agregacji polimerow (Grzywna & Stolarczyk 2002,
2005) jak i koloidéw. Jak pokazano za pomoca dynamiki MNET (mesoscopic non-equilibrium

thermodynamic) (Reguera et al. 2005) predkos¢ dryfu v; w jednowymiarowym modelu jest
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Rysunek 3.8: Rodzaje kanaléw protonowych. Od lewej do prawej pokazano kolejno: otwarty,
przej$ciowy i zamknigty. Zalezno$¢ migdzy parametrami opisano w tekscie.

wypadkowa przyciagania elektrostatycznego oraz sit entropowych:

DH*

Vg =~ (Fel - Fentr)ﬁa
B -

(3.13)

gdzie: F.,; oznacza sile entropowa, F,; site elektrostatyczna, D i wspotczynnik dyfuzji, kg

to stala Boltzmanna a 7" to temperatura, Ny+ koncentracja jonéw, [, - dlugos¢ kanatu

.T-N
Fopy = kBl—hH* In[Ny+], (3.14)

pi [ F,
UO?H_ = ( lx - Fentr) . (315)

Ckg-T\1-2

len

Powyzszy rozdzial miat na celu przyblizenie czytelnikowi modelu utatwionego smarowania.
Z}ozony charakter proceséw tarcia i smarowania chrzastki wymusza uzywanie uproszczonych
modeli do opisu zjawiska. Jak przedstawiono na Rysunku 3.1 praca skupia si¢ na opisie
zjawisk tarcia i smarowania z uwzglednieniem wielu skal przestrzennych. Rozdzial 4 opisuje
interakcje kwasu hialuronowego z lipidami w zjawisku smarowania we wszystkich jego
rezimach. Rozdziat 5 skupia si¢ na tarciu micel. W kazdy z rozdziatéw opisano dodatkowo jego
wplyw na zjawisko transportu jonéw hydroniowych. Mechanizm tarcia w uktadzie chrzastki
jest bardzo efektywny i odporny na mniejsze zaburzenia, jednak w momencie zaniku warstw
przypowierzchniowej dochodzi do reakcji tancuchowej, ktérej efektem jest uposledzenie
dziatania stawu. Pomimo uproszczonej formy opisany model pozwala wyciaga¢ poprawne

wnioski w pojawianiu si¢ dysfunkcji. Ubytek warstwy przypowierzchniowej i zmiana struktury
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sieci HA nie pozwalaja na zachodzenie dwéch waznych zjawisk minimalizujacych tarcie:

normalizacji naciskow (sieci HA) 1 odpychania hydratacyjnego (tarcie dwuwarstw oraz micel).



Rozdzial 4

Oddziatywanie HA/PL w mechanizmie

smarowania

Kwas hialuronowy (ang. Hyaluronic Acid - HA) jest liniowym biopolimerem (Rysunek
4.1) wykazujacym wiele unikalnych cech dla biomaterialéw. Jest biodegradowalny,
biokompatybilny oraz bioaktywny, dzigki czemu wykorzystywany jest w okulistyce oraz w
ortopedii. Zawiera grupy funkcjonalne wzdtuz tancucha gtéwnego, pozwalajace na chemiczna
modyfikacj¢ grup pobocznych w celu uzyskania hydrozeli. Cechuje si¢ niespecyficzng
adsorpcja bialek migdzy optymalnym no$nikiem (ang. scaffold) i komérkami promujac
angiogenezg (tworzenie naczyn krwionosnych). HA jest polielektrolitem, co oznacza, ze mozna
go stosowac w transporcie lekow (Garg & Hales 2004). Jednakze jego biomedyczne stosowanie
HA jest ograniczone ze wzgledu na trudno$¢ zachowania mechanicznej integralnoSci w
Srodowisku wodnym. Poprzez modyfikacj¢ substancji chemicznej mozna przedtuzy¢ rozktad
i degradacj¢ jak réwniez utrzymac¢ mechaniczng stabilnos¢. HA moze przybiera¢ wiele
form uzytecznych z punktu widzenia medycyny (filmy, zele i piany) w celu transportu
lekéw i/albo tworzenia nowych tkanek inwvivo. Ze wzgledu na liniowoS¢ 1 fakt tego, ze
HA jest polianionem nalezy to grupy polimeréw tzw. super-elastycznych plynéw (ang.
super-elastic liquids) co sprawia, ze jego zachowanie przypomina zachowanie gumy. Dzigki
mechanizmowi sieciowania (ang. crosslinking) HA tworzy zlozone sieci, ktérych konsekwencja
jest lepkosprezystos¢. Mechanizm sieciowania HA mozemy podzieli¢ na fizyczny i chemiczny.
W sieciowaniu fizycznym oddzialywania hydrofobowe oraz jonowe modyfikuja HA lub
jego pochodne sprzyjaja powstawaniu wiazan migdzy tancuchami. Konsekwencja jest
powstawanie sieci w formie hydrozelu. Sieciowanie chemiczne polega na tworzeniu nowych
wewnatrz- 1 migdzy-molekularnych wiazan kowalencyjnych tworzacych sie¢ molekularna.
W przedstawionym rozdziale skupiono si¢ na sieciowaniu fizycznym. Dtugie taincuchy HA,
zwlaszcza w zattoczonych Srodowiskach, oddziatuja chetnie z woda wykazujac hydrofilowe

wlasciwosci, jednakze dodatek lipidéw skutkuje wigkszym wptywem efektu hydrofobowego

38
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wplywajacego na jego konformacj¢. Zastosowanie HA jest konsekwencja jego wtasciwosci
lepkosprezystych wynikajacych z gesto upakowanych sieci molekularnych (Pasquali-Ronchetti
et al. 1997). Jak pokazano w pracy (Wik & Wik 1998) wiasciwosci te zaleza zaréwno od
koncentracji, Sredniej masy molekularnej, rodzaju rozpuszczalnika oraz szybkosci $cinania.
Poza tym jego rola jest posrednictwo w przekazywaniu sygnatéw biologicznych (Dedinate
2012). Ze wzglgdu na wiasciwosci lepko-sprezyste jest on waznym elementem w smarowaniu
zaréwno elastohydrodynamicznym jak i granicznym. HA wraz z lipidami oraz lubrycyng tworza
kilka funkcjonalnych struktur w cieczy synowialnej. Naleza do nich tzw. struktury szczotkowe
(Rozdziat 1) oraz opisywane w nastgpnym rozdziale formy normalizujace nacisk i utatwiajace

tarcie powierzchni micelarnych. Ponizszy rozdzial oparty jest na pracy (Jung et al. 2017)

i \
[/ GH OH \
lII D-':_ L
.I N ""ll_‘___,-- D -..g____.- D |
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\ C"’A“' /n

Rysunek 4.1: Pojedyncza czasteczka kwasu hialuronowego. W warunkach naturalnych tancuch
zbudowany jest nawet z 20000 meréw.

za$ czg$¢ dotyczaca symulacji dynamiki molekularnej opublikowana zostanie w pdZniejszym

czasie.
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4.1 Wprowadzenie

Zgodnie z prawem Marka-Houwinka-Sakurady masa molekularna polimeru wptywa na

graniczng lepkos¢ liczbowa roztworu wedlug zaleznosci (Doi & Edwards 1986):
n=KM", 4.1)

gdzie M jest masa molekularng polimeru, o okresla typ rozpuszczalnika, K jest stata.

Kwas hialuronowy sam nie jest w stanie zapewni¢ wystarczajacych warunkéw utatwionego
smarowania (Nitzan & et al. 2001). Dopiero synergia wszystkich skladnikéw cieczy
synowialnej, takich jak: lipidy oraz biatka, pozwala osiagna¢ wilaSciwe smarowanie. W
tym rozdziale przedstawione zostana wyniki pomiaréw elektroforetycznych jak i wyniki
symulacji MD. Tabela 1.1 z Rozdzialu 1 pokazuje sktad gtéwnych sktadnikéw cieczy
w warunkach normalnej i zdegenerowanej cieczy synowialnej (Kosifiska & et al. 2015).
Rozwdj osteoartrozy (OA) wiaze si¢ ze zmiang proporcji sktadnikéw. Jak pokazano w tabeli
podczas OA znacznie maleje iloS¢ lubrycyny odpowiedzialnej za smarowanie chrzastki w
tarciu granicznym. Réwnoczes$nie dwukrotnie wzrasta liczba lipidow. Zwiazane jest to z
obumieraniem komorek chondrocytéw i wnikaniem lipidéw tworzacych btong komérkowa do
objetosci cieczy. [lo§¢ kwasu hialuronowego nie maleje w duzym stopniu, jednakze zmienia sig¢
jego struktura-wystepuje wigksza ilo$¢ kroétkich tancuchéw na rzecz dtuzszych w zdrowym
stawie. Na Rysunek 4.2 pokazano polidyspersyjno$¢ kwasu hialuronowego w zdrowym i
chorym stawie z krzywa dopasowujaca. Do danych dotyczacych polidyspersyjnosci kwasu (Lee

& Cowman 1994) dopasowana zostata krzywa bgdaca suma rozktadéw Gaussa:

N

) =5 eap( T “2)

2 .
= V20, 9;

:

gdzie o? oznacza wariancje i-tej populacji HA, y; - Srednig i-tej populacji, za$ x dlugos¢
HA. Wybér takiej dystrybucji podyktowany jest tym, ze w zdrowym stawie za produkcje
HA odpowiadaja trzy rodzaje komorek: HAS1, HAS2 i HAS3 (Garg & Hales 2004).
Syntezuja one kwas o r6znej masie molekularnej: dtugie, Srednie i krétkie taficuchy. Zmiany
zachodzace podczas OA powoduja zahamowanie produkcji diugich tancuchéw (synteza
jest silnie zwiagzana z pH (Garg & Hales 2004)). Ta tendencj¢ oddaje réwniez krzywa
dopasowujaca: polidyspersyjnos¢ HA w zdrowym stawie jest sumg trzech rozkltadéw Gaussa,
za$ chorego suma dwéch. W dopasowaniu postuzono si¢ narzedziem wbudowanym w program
Matlab o nazwie CFTool, wykorzystujacy regresje liniowa i nieliniowa. Dane z wykresow
wyekstrahowano przy pomocy Digizelt. Parametry dopasowania przedstawiono w Tabeli 4.1.

Przy dobrej wartosci dopasowania R? = 0.97 + 0.99, funkcja f(z) ukazuje tendencje, ktéra
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Rysunek 4.2: Polidyspersyjno$¢ kwasu hialuronowego w zdrowej (zielone punkty) oraz
chorej (niebieskie punkty) cieczy synowialnej. Niebieska i czerwona krzywe przedstawiaja
dopasowanie krzywej typu Gaussa do danych eksperymentalnych zaczerpnigtych z (Lee &
Cowman 1994).

Stan cieczy Srednia [MDa] Wariancja R?
synowialnej [MDa]
Normalny 5.653 1.169 0.991
OA 4.244 1.742 0.970

Tablica 4.1: WartoSci parametréw funkcji dopasowujacej dla polidyspersyjnosci HA w ptynie
ze zdrowego i chorego stawu (Lee & Cowman 1994).

wystepuje w zdrowym i chorym stawie. W cieczy synowialnej pojawia si¢ duza ilo$¢ krétkich

taticuchow HA co znaczaco wplywa na lepkos¢ Srodowiska (Maleki 2008, Lee & Cowman

1994).
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4.2 Badania elektroforetyczne

Ze wzgledu na zmieniajace si¢ pod wpltywem czynnikéw chorobotwérczych pH cieczy
smarujacej przeprowadzono badania elektroforetyczne zwigzkow HA:PL w r6znych
koncentracjach oraz pH. Technika elektroforezy jest szeroko stosowana min. w analizie
polimeréw, DNA itd. (Pasciak, Krawczyk, Gudowska-Nowak & Kutakowski 2005, Pasciak,
Kutakowski & Gudowska-Nowak 2005) Wykonano seri¢ pomiaréw ruchliwosci w zelu z
zastosowaniem liposoméw fosfatydylocholiny zawierajacych HA. Pomiary przeprowadzono
na roznych wartoSciach pH przy uzyciu 0.155 Mol chlorku sodu jako elektrolitu noSnego
(Kotynska & Figaszewski 2014).

1.5 + * HA
= PL
1 L PL:HA(1:3)
. + PL:HA{1:1)
i L + PL:HA(3B:1)
05 1 .
i i I i i i i i i [l i [l i
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Rysunek 4.3: Zalezno$¢ pH od gestosci tadunku powierzchniowego bton lizosomalnych
utworzonych przez HA, PL i HA: mieszanina PL w roztworze chlorku sodu (Kotynska &
Figaszewski 2014).

Liposomy wytworzono przez sonifikacje (Kotynska & Figaszewski 2014).
Fosfatydylocholina i kwas hialuronowy zwazono, rozpuszczono w chloroformie (10ml/cm?)
i zmieszano w réznych stosunkach molowych PL HA (3: 1, 1: 1, 1: 3). HA o Sredniej masie
czasteczkowej 1.6-2.0 MDa i stgzeniu 22 mg / ml (BioVico®), Gdynia, Polska) zmieszano z
PL o0 99% koncentracji z6ttka jaja L-a-fosfatydylocholina (Sigma; St. Louis, MO). Pomiary
przeprowadzono w funkcji pH. Liposomy tworzone zawieszono w roztworze chlorku metalu

alkalicznego. W celu zmiany warto$ci pH dodawano odpowiednia ilos¢ kwasu lub zasady.
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Przedstawione warto$ci reprezentuja Srednia z co najmniej sze$ciu pomiaréw wykonanych dla
kazdej wartoSci pH. Wszystkie doSwiadczenia powtdrzono co najmniej trzy razy. WartoSci
ruchliwosci w zelu przeliczono na powierzchni¢ gestoS¢ fadunku za pomoca Réwnania 4.3
(Kotyniska & Figaszewski 2014). Na podstawie pomiaréw ruchliwosci elektroforetycznej

okreslano gesto$¢ tadunku powierzchniowego przez:
o= (4.3)

gdzie: o - powierzchniowa gestos¢ tadunku, 7 - lepko$¢ roztworu, u - ruchliwos$¢
elektroforetyczna, d - grubo$¢ warstwy dyfuzyjnej. Grubo$¢ warstwy dyfuzyjnej wyznaczana

jest ze wzoru (Kotynska & Figaszewski 2014)

_ |eRT
d_HQFZI’ (4.4)

R oznacza stata gazowa, 7' - temperatura, [' to stala Faradaya, I to sita jonowa elektrolitu, €, 1
e przenikalnosci elektryczne: bezwzgledna i wzgledna.

Rysunek 4.3 pokazuje, ze HA posiada tadunek dodatni jedynie w najbardziej kwasowym
pH, gdy roztwor staje si¢ bardziej zasadowy fadunek powierzchniowy HA pozostaje ujemny.
Punkt izoelektryczny dla liposomu fosfatydylocholiny wynosi pH=3.8, zas dla liposomu HA dla
pH=2.2 . W zakresie warunkéw fizjologicznych pH ptynu (6.8 do 8.1), tadunek powierzchniowy
HA liposoméw wzrasta o okoto 10%. W fizjologicznym pH gestos¢ tadunku pozostaje stata,
co stwarza optymalne warunki smarowania wewnatrz ptynu stawowego. Kompleksy HA:PL
wykazuja nieznacznie rozne zachowania w zaleznosci od kompozycji, a mianowicie w stosunku
do PL:HA.

Wartos$¢ tadunku powierzchniowego jest waznym czynnikiem w zjawisku transportu jonowego
(Stein et al. 2004). Wzrost powierzchniowej gestosci tadunku HA w fizjologicznym zakresie
sprzyja lepszemu przewodnictwu jonéw wodorowych w mechanizmie smarowania. Rysunek
4.3 przedstawia zwiazki HA z PL oraz same PL przejawiaja widocznie mniejsza gesto$¢
tadunku o ok. 20-50%. Efekt ten jest szczegdlnie szkodliwy uwzgledniajac wzrost koncentracji
lipidéw 1 spadek HA w przypadku zdegenerowanej AC. Zwiazki HA z agregatami lipidowymi
tworza kanaly jonowe sprzyjajace anormalnej dyfuzji. Brak sieci HA (w potaczeniu z
obnizong warto$cia fadunku powierzchniowego) powoduje brak pozytywnego wptywu kanatow

jonowych.
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4.3 Symulacje komputerowe

Oddzialywanie HA z lipidami jest energetycznie korzystnym dla obu molekul. Struktury
tworzone przez te zwiazki zalezne sa od dlugosci HA tworzac unilamelarne micele o wielkosci
od 15-30 nm do ztozonych zwiazkéw molekularnych (Pasquali-Ronchetti et al. 1997). Powstate
struktury pokazane na Rysunku 4.4 sg rezultatem oddzialywan hydrofobowych. Zwiazki te
zawsze zwiazane sg z obecnoScia HA (Garg & Hales 2004) oraz zwiazane s3a z wigzaniem

migdzy lipidami z woda i HA jak pokazano na Rysunku 4.4. HA moze spetnia¢ dwie funkcje

Rysunek 4.4: Rodzaje form HA:PL. Ze wzgledu na dlugos¢ taricucha HA moga one przybierac
jedna z dwéch form. Czgs¢ a) pokazuje micele PL absorbujaca tanicuch HA do swojego wngtrza
co charakterystyczne jest dla krétkich tancuchéw o masie <0.5 MDa. Czgs$é b) wystepuje w
przypadku diugich tancuchéw. Lipidy tworza formy cylindryczne, gdzie miedzy lipidami a HA
wystepuje warstwa wody. HA zaznaczony jest na zielono, lipidy sktadaja si¢ z hydrofobowe;j
czgSci zaznaczone] na niebiesko i hydrofilowej na czerwono. Wodory z czasteczki wody
zaznaczono na niebiesko a tlen na pomaraficzowo.

w porzadkowaniu czasteczek sasiadujacych: utrzymywanie warstwy wody dzigki czemu lipidy
lepiej uktadaja si¢ przy powierzchni a takze stabilizuje warstwy lipidow poprzez bezposrednie
oddziatywanie.

W ramach pracy przeprowadzono symulacje komputerowe interakcji fosfolipidéw DPPC
z kwasem hialuronowym. Przy uzyciu programu YASARA adoptujac pole sitowe AMBERO3
symulowano takie interakcje dla ré6znych wartoSci wspétczynnika pH w réznych stosunkach

HA/PL w roztworze soli fizjologicznej 0.9% NaCl. Symulacje NPT przeprowadzono dla statej
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temperatury 310 K. Jak pokazuja wyniki promieri bezwladno$ci (zdefiniowany w Rozdziale
2) dla symulacji powyzej 5 ns dla pH=7 osiaga maksimum, jednakze po dodaniu lipidow
nie odbiega od warto$ci dla innych wspétczynnikéw pH - Rysunku 4.6. Wyniki sa zgodne z
danymi doswiadczalnymi (Maleki 2008). Waznym oraz nowym efektem zaobserwowanym dla
uktadu jest zalezno$¢ migdzy promien bezwladnosci a koncentracja lipidéw (Rysunek 4.7).
Wraz ze wzrostem koncentracji PL R, maleje. Takze te wyniki mozna powigza¢ z danymi
eksperymentalnymi. Jak pokazano w (Pasquali-Ronchetti et al. 1997) kwas hialuronowy o
masie molekularnej ponizej 0.5 MDa jest absorbowany na powierzchni liposoméw DPPC,
za$ powyzej 0.5 MDa tworzy formy cylindryczne o rdzeniu tworzonym przez HA oraz
lipidami otaczajacymi go (4.4). Innym parametrem pokazujacym odleglosci migdzy atomami
w fancuchu HA jest wielkoS¢ RMSD pokazana na Rysunku 4.8. Wyznaczono réwniez
powierzchnie HA: molekularna, Van der Waalsa oraz dostgpna dla rozpuszczalnika - Rysunki
4.9 - 4.12. Dla pH=7.0 wielkosci te sa w niewielkim stopniu zalezne od koncentracji
lipidéw (w przeciwienistwie do pozostalych wartosci pH). Jest to pozytywne zjawisko w
ujeciu modelu utatwionego smarowania ze wzgledu na mozliwos¢ dostepu czasteczek wody
w zjawisku transportu jonéw hydroniowych. W pH=8.0 (warunki patologiczne) ilo$¢ jonow
wodorowych maleje co w polaczeniu z mniejsza (w stosunku do pH=7.0) powierzchnia
dostgpna dla rozpuszczalnika skutkuje gorszym transportem jonéw (Santamaria-Holek et al.
2005). Liczba interakcji hydrofobowych zalezna jest od samoorganizacji lipidéw poniewaz HA
jest hydrofilowym polimerem (Patrz Rysunek 4.13). Jednakze wraz ze wzrostem koncentracji
po poczatkowym wzroScie maleje liczba interakcji HP i wiazan wodorowych jak widaé
na Wykresach 4.18 i1 4.17. Jedna z podstawowych funkcji HA jest rOwniez organizacja
czasteczek wody w komoérce co zwiagzane jest z jego silng hydrofilowoscia. Tworzenie trwatych
sieci jest zjawiskiem wspierajacym smarowanie, jednakze dtugie taiicuchy w odpowiednich
konformacjach (patrz Rysunek 5.1 z Rozdzialu 5) sa w teorii w stanie zapewni¢ odpowiedni
efekt zabezpieczajacy przed stykaniem si¢ powierzchni tracych. Rysunek 4.5 przedstawia
wyniki symulacji dla sieci HA po 50 ns. Niskiej koncentracji nie towarzyszy pojawianie
si¢ potaczen migdzy tancuchami HA. Jednak wraz ze wzrostem koncentracji HA mozna
zaobserwowac tworzenie sieci co wida¢ w prawym gérnym i lewym dolnym rogu. W tym
obrazie zaobserwowal¢ mozna réwniez wolne taiicuchy HA, nie tworzace sieci. Ciekawa
sytuacja przedstawiona jest w prawym dolnym rogu. Mozna tu zaobserwowaé réwniez sieci
HA, wystepuja tutaj jednak dodatkowo swego rodzaju ,,wigzania” migdzy lipidami a HA
pozwalajace na taczenie tancuchéw w diuzsze sieci. Obok ,,mostkdw” micelarnych lipidy
tworza dodatkowo sterowane efektem hydrofobowym male micele. Lipidy ze wzgledu na
efekt hydrofobowy skierowane sa przewaznie w czgscig hyrdrofilowa w kierunku HA (cho¢

wystepuja tez potaczenia hydrofobowe).
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Rysunek 4.5: Wyniki symulacji pokazujace zachowanie wielu tancuchéw HA w pudle
symulacyjnym o statej wielkosci. W lewym gérnym rogu przedstawiono uktad 3 taiicuchéw,
za$ w prawym 6. Dolna czg$¢ przedstawia uktad 10 tancuchéw. Po lewej stronie taficuchy HA
bez lipidéw za$ po prawej z lipidami (dla lepszej wizualizacji HA zaznaczono na zielono).
Stosunek iloSciowy lipidéw do HA wynosi 4.

Dla celéw demonstracyjnych przeprowadzono symulacje krétkich i Srednich tancuchéw HA
(o masie molekularnej <0.5 MDa) ze 150 lipidami DPPC w Srodowisku soli fizjologicznej. W
obu przypadkach HA absorbowany jest na powierzchni powstatej miceli. Efekt ten jest zgodny
z wynikami eksperymentalnymi (Pasquali-Ronchetti et al. 1997). Lancuchy te ze wzgledu na
absorpcje na lub wewnatrz miceli nie sa w stanie tworzy¢ efektywnych sieci. Jednakze tak
powstaly zwigzek HA:PL posiada nowe wtasciwosci, ktére moga wzmacnia¢ wnetrze miceli
pozwalajac na przenoszenie wyzszych obciazen. Fakt, ze struktury takie wystgpuja gtéwnie w

chorym uktadzie nasuwa wniosek, ze struktury takie maja bardzo ograniczona uzytecznos¢.
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Rysunek 4.6: ZaleznoS¢ promienia bezwladnosci czasteczki HA w funkcji czasu. Wartosci
wspoélczynnika pH opisano w legendzie rysunku. Cztery wykresy przedstawiaja wyniki dla
réznych stosunkéw masowych k=PL:HA. Lewy g6érny rég k=0, prawy gérny k=1/8, lewy dolny
k=1/5, prawy dolny k=2/7.
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Rysunek 4.7: ZaleznoS$¢ promienia bezwladnosci w funkcji proporcji lipidéw do HA. Zielona
krzywa przedstawia pH=7.0, czerwona pH=8.0 a niebieska pH=6.0.
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Rysunek 4.8: Zalezno§¢ RMSD czasteczki HA w funkcji czasu. Wartosci wspétczynnika pH
opisano w legendzie rysunku. Cztery wykresy przedstawiaja wyniki dla réznych stosunkéw
masowych k=PL:HA. Lewy gérny rég k=0, prawy gérny k=1/8, lewy dolny k=1/5, prawy dolny
k=2/7.
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Rysunek 4.9: ZaleznoS$¢ powierzchni Van der Waalsa czasteczki HA w funkcji czasu. Wartosci
wspélczynnika pH opisano w legendzie rysunku. Cztery wykresy przedstawiaja wyniki dla
réznych stosunkéw masowych k=PL:HA. Lewy gorny r6g k=0, prawy gorny k=1/8, lewy dolny
k=1/5, prawy dolny k=2/7.
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Rysunek 4.10: Zaleznos$¢ powierzchni dostgpnej dla rozpuszczalnika czasteczki HA w funkcji
czasu. Wartosci wspotczynnika pH opisano w legendzie rysunku. Cztery wykresy przedstawiaja
wyniki dla r6znych stosunkéw masowych k=PL:HA. Lewy gérny r6g k=0, prawy gérny k=1/8,
lewy dolny k=1/5, prawy dolny k=2/7.
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Rysunek 4.11: Zalezno$¢ powierzchni molekularnej czasteczki HA w funkcji czasu. Wartosci
wspolczynnika pH opisano w legendzie rysunku. Cztery wykresy przedstawiaja wyniki dla
réznych stosunkéw masowych k=PL:HA. Lewy gérny rog k=0, prawy gérny k=1/8, lewy dolny
k=1/5, prawy dolny k=2/7.
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Rysunek 4.12: Zalezno$¢ powierzchni molekularnej, Van der Waalsa oraz dostgpnej dla
rozpuszczalnika od iloSci lipidéw w stosunku do HA.
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Rysunek 4.13: Zalezno$¢ ilo$ci oddziatywan hydrofobowych czasteczki HA w funkcji czasu.
WartoSci wspolczynnika pH opisano w legendzie rysunku. Cztery wykresy przedstawiaja
wyniki dla ré6znych stosunkéw masowych k=PL:HA. Lewy gérny rég k=0, prawy gérny k=1/8,
lewy dolny k=1/5, prawy dolny k=2/7.
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Rysunek 4.14: Wynik symulacji krétkiego tancucha HA z 150 lipidami DPPC. Po
lewej stronie przedstawiono caty uktad HA:PL: zielona czg¢$¢ reprezentuje HA, za$
niebiesko-biato-czerwone czasteczki to lipidy (czerwone atomy reprezentuja czgS¢ hydrofilna,
niebiesko-biate hydrofobowa). Po prawej stronie przedstawiono micelg bez HA.

Rysunek 4.15: Wynik symulacji dlugiego taficucha HA z 150 lipidami DPPC. Po
lewej stronie przedstawiono caty uktad HA:PL: zielona czg¢$¢ reprezentuje HA, za$
niebiesko-biato-czerwone czasteczki to lipidy (czerwone atomy reprezentuja czgS¢ hydrofilna,
niebiesko-biate hydrofobowa). Po prawej stronie przedstawiono micelg bez HA.
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Rysunek 4.16: Zaleznos¢ iloSci wigzanh wodorowych pomigdzy monomerami HA od stosunku
PL:HA. Do punktéw pomiarowych dopasowano krzywa typu wielomianowego stopnia 3.
Niebieska linia przedstawia dopasowanie dla pH=7.0. Czerwona dla pH=6.0, a zielona dla

pH=8.0.
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Rysunek 4.17: Zalezno$¢ Sredniej energii wigzan wodorowych pomigdzy monomerami HA
od stosunku PL:HA. Do punktéw pomiarowych dopasowano krzywa typu wielomianowego
stopnia 3. Zielona linia przedstawia dopasowanie dla pH=7.0. Czerwona dla pH=6.0, a

niebieska dla pH=8.0
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Rysunek 4.18: Zalezno$¢ ilosci oddzialywari hyrodrofobowych pomigdzy monomerami HA
od stosunku PL:HA. Do punktéw pomiarowych dopasowano krzywa typu wielomianowego
stopnia 3. Zielona linia przedstawia dopasowanie dla pH=7.0. Czerwona dla pH=6.0, a
niebieska dla pH=8.0 .
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Rysunek 4.19: Model tancucha ,,bead-spring”.

4.4 Model Rouse’a

Zachowanie tancucha HA jak przedstawiono powyzej zalezne jest od obecnosci lipidow.
Hydrofobowos$¢ taricucha HA wptywa na jego interakcje z lipidami. WielkoSci typu promien
bezwtadnosci, RMSD, itd. sa miara konformacji tancucha, jednakze nie opisuja wszystkich
jego wiasciwosci. Inng miarg jest warto$¢ odlegtosci koicéw taricucha. Pozwala ona na lepsze
zrozumienie jego zachowania w badany uktadzie. W tym celu wykorzystano model Rouse’a,
aby zracjonalizowa¢ wpltyw lipidow na sieciowanie HA. Model Rouse’a wykorzystywany jest
do opisu ruchu taincucha typu bead-spring, (Rysunek 4.19) sktadajacego si¢ z N ,koralikow”
(beads) w rozpuszczalniku o lepkosci 17 (Doi & Edwards 1986). W trakcie ruchu na segmenty
dziata sita oporu proporcjonalna do predkosci. Ruch N-tego koralika definiuje wektor Ry, (t)

opisany jest rOwnaniem Langevin’a:

dR, 10U
it~ R, fns (4.5)

gdzie £ oznacza wspétczynnik tarcia koralika, U site sprezystosci, zas f,, losowa site dzialajaca
na koralik.
Przyjmuje si¢ zalozenie, ze wektor wiazaniar,, = R,, — R, _1 posiadaja pewna elastycznos¢

podlegajaca statystyce Gaussa:

(rn) t iyt (4.6)
r,) = const. ex , .
b p 902

gdzie a oznacza dtugos$¢ segmentu tarficucha ztozonego ze sprezyny i koralika. Energia taficucha

zdefiniowana jest za pomoca sumy wszystkich energii sprezystosci tancucha:

N
1 2
U=k n§:1:(Rn ~R,_1)% 4.7)
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3kT
a?

gdzie stata k =

jest stata sprezystoSci. Podstawiajac dany potencjat do réwnania
Langevin’a 1 przechodzac ze zmiennych dyskretnych na ciagle otrzymujemy réwnanie
opisujace ruchy Browna sprz¢zonych oscylatoréw z sita losowa f(n,t) dzialajaca na n-ty

monomer w ¢t chwili :
OR B kO’R

ot Eon?

Réwnanie rozwiazuje si¢ poprzez wprowadzenie zmiennych normalnych. Kazda ze zmiennych

+ f(n,t). (4.8)

moze dokonywac niezalezne ruchy przez co ruch taiicucha mozna sprowadzi¢ do niezaleznych
modow:

N
X, = % /0 dn cos (%) R, (t) 4.9)

Réwnanie 4.8 po wprowadzeniu zmiennych normalnych przybiera postaé:
0
ganp = —kpXp + 9y, (4.10)

gdzie §g = N&, &, =2NEdlap =1,2... oraz

67T2kqgjﬂ 2
hp = Na?

dla p=0,1,2.. (4.11)
gp reprezentujg sity stochastyczne, spelniajace relacje:

(Gpa) =0 (4.12)

oraz:

(Gpa(t)gga(t')) = 20p40apksTd(t — ') (4.13)

Poniewaz sity g, sa niezalezne od siebie to rowniez reorientacje skladowych normalnych X, sa
od siebie niezalezne. W zwiazku z czym mozemy roztozy¢ ruch tancucha polimerowego na p

niezaleznych modéw. Funkcja korelacji dla wspoétrzednych normalnych przybiera nastgpujaca

postac:
kgT —t
(X (0,0 (00) = Bus - xp (7). @14
P Tp
gdzie: 7, = I% imn = ,’% = 35;;[2;; Srednio-kwadratowe przemieszczenie zwiazane jest z

samodyfuzja Srodka masy i zdefiniowana jest jako:

< (Ro(t) = Re(0)* >= Y < (Xoalt) — Xoa(0))? >= 6’“]5—?t. (4.15)

a=x,Y,z

Jak pokazano na Rysunku 4.20 MSD jest zalezne od wspéiczynnika pH, gdzie moze
wykazywaé zaréwno rezim subdyfuzyjny (dla pH=6 i 7) oraz superdyfuzyjny dla pH=8.0.
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Rysunek 4.20: Zalezno§¢ MSD od pH z krzywymi dopasowujacymi. Dla pH=6.0 8 = 0.6,
pH=7.03=0.7pH=8.03 = 1.1
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Rysunek 4.21: Zalezno$§¢ wektora koniec-koniec czasteczki HA w funkcji czasu. Wartosci
wspoélczynnika pH opisano w legendzie rysunku. Cztery wykresy przedstawiaja wyniki dla
réznych stosunkéw masowych k=PL:HA. Lewy g6érny rég k=0, prawy gérny k=1/8, lewy dolny
k=1/5, prawy dolny k=2/7.

Funkcja autokorelacji promienia 7. opisana jest

SNb? 1

(R(t) - R(0)) = —— ) sexp(~t/7i), (4.16)
i:odd

gdzie 7; oznacza stala relaksacji, N - dlugoscia taicucha, zas b dlugoscia wiazania.

Autokorelacja liczona jest po wszystkich modach taficucha. Jednakze w przyblizeniu przyjmuje

ona postac
(R(t) - R(0)) = Nb*exp(—t/11) 4.17)

Z przedstawionych dopasowan wynika, ze dlugo$¢ wektora jest silnie zalezna od koncentracji
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Rysunek 4.22: Zalezno$¢ funkcji autokorelacji wektora R.. od czasu dla r6znych uktadéw
HA:PL. Wolny HA zachowuje si¢ w sposob losowy. Jednakze dodanie lipidow sprawia,
ze zachowuje si¢ on w sposéb wynikajacy z oddziatywan hydrofobowych. Linia czerwona
przedstawia wyniki dla HA, szara PL:HA=1/8, niebieska PL:HA=2/7.

R2)

{R(1) -R(0)}/(

t[ns]

Rysunek 4.23: Zaleznos¢ funkcji autokorelacji wektora R.. od czasu dla réznych wartosci pH
dla HA bez lipidéw. Niebieska linia pH=7.0, czerwona pH=6.0, brazowa pH=8.0.
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lipidéw. Jest to zwiazane ze zmianami promienia bezwladno$ci oraz hydrofobowymi zmianami
czasteczki HA jak pokazano na Rysunkach 4.17 i 4.18. MSD i R.. (Rysunki 4.20 i
4.22-4.23) pokazuja charakterystyczne zachowanie czasteczki HA w pH=8.0 (odpowiadajacym
patologicznym warunkom smarowania). Lancuch HA wykazuje si¢ modem dyfuzji normalne;j
(w przeciwienstwie do pH=6 i 7) oraz nielosowym zachowaniem (niezaleznym od koncentracji
lipidéw). Zatem w zakresie przedstawionego ukladu HA:PL mamy do czynienia z dwoma

groznymi zjawiskami wynikajacymi z pH i koncentracji lipidow.
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Rysunek 4.24: Obrazowe przedstawienie mechanizmu sieciowania HA jako zaleznos$¢
promienia bezwtadnosci od pH.

Powyzszy rozdzial miat na celu przyblizenie zjawiska smarowania jako zaleznego od
oddziatywan lipidow z HA. Przedstawione wyniki ukazuja obraz oddziatywan HA/PL jako
zaleznych od stosunku sktadnikéw bioracych w nim udzial oraz czynnika pH. Obraz
normalnej/zdrowej cieczy synowialnej diametralnie rézni si¢ od tego, ktéry wystepuje w
chorej cieczy. Pomimo tego, ze wszystkie sktadniki cieczy pozostaja te same zmieniaja si¢
proporcje migdzy nimi. Zwigkszona koncentracja lipidéw oraz ubytek dwuwarstw z warstwy
przypowierzchniowej powoduje zmiang witasciwosci lepko-sprezystych cieczy synowialne;j.
Ubytek lubrycyny (opisany w Rozdziale 1), sktadnika znaczaco wplywajacego na smarowanie
graniczne, w polaczeniu ze zmniejszong Srednig masa molekularnag HA pogarsza smarowanie
w rezimie smarowania granicznego. Z drugiej strony krétkie tancuchy HA sa absorbowane
przez liposomy powstajace w wyniku obumierania komérek chondrocytéw oraz zanikiem
warstwy przypowierzchniowe] uniemozliwiajac tworzenie sieci wspomagajacej smarowanie
hydrodynamiczne. Wyniki z pomiaréw elektroforetycznych pokazuja przesunigcie w funkcji
gestosci fadunku migdzy lipidami a kwasem hialuronowym co wiaze si¢ z mniejszym
transportem jonéw wraz ze wzrostem koncentracji lipidow (Rysunek 4.26) w stosunku
do warunkéw normalnych (4.25). Efekt ten wptywa takze na pogorszenie mechanizmu
sieciowania. Do konsekwencji opisanych zjawisk dochodzi spadek przewodnictwa jonowego
SE. Jest on konsekwencja zaréwno niskiej powierzchniowej gestosci tadunku jak i wzrostem
koncentracji lipidow ekranujacych transport jonéw wodorowych. Stabsze i krétsze sieci sa
ztym absorberem (nano)nacisku. Przedstawione wyniki moga w pewnym stopniu wyjasni¢

staba efektywnos¢ kuracji polegajacej na wstrzykiwaniu kwasu hialuronowego do chorego
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Rysunek 4.25: Graficzna prezentacja przypowierzchniowej warstwy cieczy synowialej w
normalnych warunkach. Zielone linie reprezentuja kwas hialuronowy. Czarne linie to widkna
chondrocytéw budujacych chrzastke synowialna. Lipidy DPPC tworzaca do 10 dwuwarstw.
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Rysunek 4.26: Graficzna reprezentacja przypowierzchniowej warstwy cieczy synowialej
w patologicznych warunkach. W tych warunkach nastgpuje degeneracja warstwy
przypowierzchniowej w wyniku czego uwalniane sa lipidy do objetosci cieczy synowialne;j.
Dodatkowo HA wystepuje w postaci krétszych taficuchdw, ktére absorbowane sa przez micele

powstate w wyniku przekroczenia stgzenia micelizacji. Dodatkowo ekranowane lipidami HA
traci mozliwo$¢ tworzenia sieci.
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stawu. Zazwyczaj wstrzykuje si¢ 1-2% roztwér o objetosci ok. 2 ml. Roztwér normalizuje
pH w kierunku wartosci fizjologicznych, jednakze przy zwigkszonej koncentracji lipidow i
ubytku warstwy przypowierzchniowej, caly czas istnieje problem ekranowania Srodowiska
lipidami. Efektem jest brak tworzenia sieci dostatecznie trwatych, aby by¢ dobrym absorberem
nacisku oraz stabe tworzenie szczotek w tarciu granicznym. Rysunki 4.14 i 4.15 przedstawiaja
formy w jakich wystepuja lipidy z HA w duzych koncentracjach PL i krétkich tadcuchach.
Hydrofobowos¢ tancucha HA jako zalezna od pH i koncentracji lipidéw réwniez wplywa
na mechanizm tworzenia sieci i w konsekwencji utatwionego smarowania. Jak pokazuja
dopasowania do MSD pH wptywa réwniez na dyfuzyjno$¢ tancucha, w pH=8.0 jest to
dyfuzja normalna za§ w zakresie od 6.0 do 7.0 jest to subdyfuzja. W normalnych warunkach
synergia wszystkich elementéw prowadzi do uzyskania bardzo efektywnej struktury operujace;j
migdzy rezimami. W konsekwencji zanikania warstwy przypowierzchniowej stosunek lipidow
do kwasu hialuronowego zostaje zachwiany co skutkuje gorsza odpowiedzia ukladu na
nacisk. Brak sieci skutkuje slaba odpowiedzia na naprezenia wystgpujace w chrzastce, zas
utrata lubrycyny pogarsza dziatanie uktadu w smarowaniu granicznym. Rysunki 4.26 i 4.25
pokazuja stan Srodowiska cieczy synowialnej w chorym i zdrowym stawie. Zanikanie warstwy
przypowierzchniowej i zanik sieci HA prowadza do catkowitej zmiany rezimu tarcia w kierunku

tarcia suchego.



Rozdzial 5
Tarcie w skali mezo 1 nanoskopowe]

W modelu utatwionego smarowania jednym z mechanizméw zmniejszajacych tarcie w
chrzastce jest oddziatywanie migdzy powierzchniami hydrofilowymi (Gadomski, Betdowski, P.,
Rubi, Urbaniak, Augé, Santamaria-Holek & Pawlak 2013, Betdowski, P. et al. 2014, Gadomski
et al. 2008). Gléwnym mechanizmem jest zjawisko hydratacyjnego odpychania mig¢dzy
dwuwarstwami lipidowymi przy powierzchni chrzastki (Pawlak et al. 2016) oraz tarcie micel
(Gadomski et al. 2008). Wptyw micel polega na zmianie rezimu z tarcia $lizgowego na
tarcie toczne. Prezentowany rozdziat przedstawia wyniki symulacji dynamiki molekularnej na
uktadach micelarnych. Zdolno$¢ miceli do smarowania w pewnym stopniu w poréwnaniu z
innymi czasteczkami moze objasnione na podstawie ponizszych cech:

1. Micele moga by¢ adsorbowane fizycznie na dowolnej powierzchni (metal, ceramika,
materiaty bogate w wegiel, chrzastka) ze wzgledu na wystgpowanie sit Van der Waalsa.

2. Zaadsorbowane micele sa tak male, ze prawie nie moga by¢ usunigte z powierzchni ruchome;j
cieczy.

3. Wielkos¢ miceli jest tak mata, ze mozna ja tatwo wprowadzi¢ makroskopowy styk §lizgowy
w warunkach brzegowych, ale nie zaktoca ona znaczaco rezimu hydrodynamicznego.

Rozdziat oparty jest na dwéch opublikowanych pracach opisujacych symulacje dynamiki micel
(Betdowski, P., Winkler, Htadyszowski, Jung & Gadomski 2016, Betdowski, P., Winkler, Augé,
Hiadyszowski & Gadomski 2016) oraz materiatach zaprezentowanych na migdzynarodowych
konferencjach. Ponizej przedstawiono wyniki symulacji interakcji micel przy uzyciu techniki
sterowanej dynamiki molekularnej oraz z przeplywem $cinajacym zastosowanym do dwoéch
form wystepujacych w cieczy synowialnej: miceli prostych i odwrotnych. Ostatnia czgs¢
przedstawia symulacje pojedynczej miceli pomigdzy grafitowymi S$ciankami, poddawang
periodycznemu naciskowi (Betdowski, P., Winkler, Augé, Htadyszowski & Gadomski 2016).
Zmiang rezimu tarcia ze Slizgowego na toczne rozwazano juz w latach 80-tych (Ermakov
et al. 2016). Przy pomocy mikroskopéw elektronowych: transmisyjnego i skaningowego

zaobserwowano obecno$¢ kulistych struktur (Rysunek 5.1). Tarcie toczne odbywa (wg.

62
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(Ermakov et al. 2016)) dzigki tworzeniu zwiazkéw HA z biatkami/micelami. Zgodnie z

Strefa tarcia

elastohydrodynamicznego  gtrefa tarcia

tocznego

SN IaTaTaTATATATAIATA)]
Mejejoivieleloielele]l

R
AR R AU N NN

Chrzastka Sferyczhne czasteczki
Kwas biatkowe |lub/i micelarne
hialuronowy

Rysunek 5.1: Uktad chrzastki stawowej w rezimie smarowania hydrodynamicznego.
Wystepujace sferyczne obiekty reprezentuja biatka lub micele. Tarcie toczne moze wystgpowaé
tylko w obecnosci sieci kwasu hialuronowego (z kolagenem) jako medium przejmujacego
zewnetrzny bodziec sitowy. Zainspirowane (Ermakov et al. 2016).

tym modelem, sie¢ czasteczek HA otacza sferycznej czasteczki biatkowe podobnie jak
tozyska kulkowe, dzigki czemu czasteczki bialka moga si¢ swobodnie obracaé. Ze wzgledu
na wysoka koncentracj¢ lipidow w przestrzeniach migdzy-powierzchniowych i zjawisko
tribomicelizacji, podobne zjawisko moze zachodzi¢ rowniez dla uktadéw micel, lub uktadow

lipidowo-biatkowych.
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5.1 Oddziatywanie tracych micel

W przeprowadzonych symulacjach korzystano z gruboziarnistej reprezentacji czasteczek
lipidow. W Rozdziale 1 opisano dwa rodzaje micel - odwrotne (zbudowane z lipidow
DPPC, w rozpuszczalniku niepolarnym, zawierajace wod¢ w swoim wnetrzu) oraz micele
proste/sferyczne (zbudowane z surfaktantow DPC w wodzie). Zastosowano takze metode
sterowanej dynamiki molekularnej do wymuszenia ukierunkowanego ruchu micel. Micele
tworza si¢ spontanicznie w roztworze po przekroczeniu krytycznego stgzenia micelizacji i
sa strukturami stabilnymi termodynamicznie (Marsh 2012). Oddzialujac ze soba wymieniajq
si¢. masami co powoduje komplikacje w obliczeniach na grupach atomdéw (obliczenie
promienia bezwtadnosci i powigzanych z nim parametréw staje si¢ obcigzone btgdem).
Dlatego w stosunku do oryginalnego pola MARTINI (Marrink et al. 2007) zmodyfikowano
potencjaly oddziatywania czesci lipidu. W przypadku micel odwréconych zmodyfikowano
site oddzialywania migdzy hydrofilowymi czgsciami lipidu. W micelach normalnych byty to
oddziatywania czg¢Sci hydrofobowych. Modyfikacja pola sitowego pozwala na utrzymanie micel
w grupie i obliczenie ww. parametrow. Parametrami mierzonymi w trakcie symulacji byt tensor
bezwtadnosci (zdefiniowany w Rozdziale 2), sita sprezystoSci migdzy wirtualnym atomem a
Srodkiem masy miceli (patrz Rysunek 5.2), rotacja micel wokét centrum masy oraz moment

pedu. Obrét miceli w osi Xy zdefiniowany przez:

Rysunek 5.2: Wynik symulacji w dwdch fazach interakcji micel: (i) w momencie poczatkowe;j
interakcji; (i) moment gdy odlegto$¢ migdzy Srodkami mas réwna si¢ zero.
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c0s(20) = Goa = Gy - (5.1)
VAG2, + (Gaw — Gyy)
oraz catkowity moment pgdu
— Yo al
Ls=)Y Lsi=)Y Tsix Pi (5.2)

i=1 =1

Symulacje byly przeprowadzane dla trzech réznych liczb agregacji miceli, a mianowicie
40, 60 1 75 lipidéw (Betdowski, P., Winkler, Htadyszowski, Jung & Gadomski 2016) i
roznych predkosci dryfu. Rysunek 5.3 przedstawia zmiany ksztaltu i potozenia miceli w
osi * — y dla promienia bezwtadnosci R, = /R?+ R?+ R?, gdzie R,, R, i R..

Symulacje przeprowadzono dla réznych predkosci wyrazonej przez bezwymiarowa liczbe

Peclet Pe = :—: = Tg;d. 7, oznacza czas relaksacji, [?, promien bezwiadnosci, vy to
predkosé dryfu. Srodki mas micel byly przesunigte wzgledem siebie w osi y Ry /Ry ~ 0.6,
gdzie Ry oznacza bezwzgledna odlegloS¢ w osi y. Micele zmienialy swoje ksztalty, jak
pokazano na Rysunkach 5.2 1 5.3 z kulistego do quasi-cylindrycznego. Wyniki symulacji
wskazuja, ze morfologia dwéch oddzialujacych miceli zalezy od potozenia Srodka masy
masy i predkosci dryfu (stabiej od ilosci lipidéw). Takie dynamiczne zachowanie przypomina
jakoSciowo nieréwnowagowe morfologie wystepujace w ztozonych procesach dyfuzyjnych
(Brener et al. 2000, Gadomski 1999). Badanie pozwala opisa¢ warunki utatwionego smarowania
jako pochodna oddzialywan migdzy agregatami amfifillowymi w cieczy smarujacej(Gadomski,
Betdowski, P., Rubi, Urbaniak, Augé, Santamaria-Holek & Pawlak 2013, Gadomski et al.
2008). Micele maja tendencje do odpychania w poczatkowej fazie interakcji, efekt jest tym
silniejszy im nizsza jest predkos¢ miceli. Spowodowane jest to zapewne czasem relaksacji,
rozumianym jako powrdt miceli do poczatkowego ksztattu. Czasteczki rozpuszczalnika przy
powierzchni miceli wymuszaja wigksze zmiany morfologiczne przy wigkszych predkosciach
przez niedostateczne ,,wypychanie” ich ze strefy migedzy-micelarnej. Podobny efekt wystepuje
w polimerach gwieZdzistych (Singh & et al. 2011). W Srodkowej fazie interakcji tworzy sig¢
jedna ztozona micela, hydrofobowe czeséci miceli pozostaja w kontakcie z woda. W tej fazie
ruchu micele moga wymieniac si¢ lipidami i tworzy¢ trwale struktury co skutkuje zachowaniem
uktadu w ostatniej fazie interakcji. W fazie trzeciej dochodzi do rozdzielenia struktury co
wiaze si¢ z powstawaniem rozciagnigtych struktur: w fazie tej moze dochodzi¢ do uwalniania
wolnych lipidéw do cieczy. Zalezno$¢ sity harmonicznej migdzy micela, a wirtualnym punktem
wynika z czasu relaksacji miceli podczas kontaktu. W nizszych predkoSciach efekt odpychania
hydratacyjnego pozwala na zachowanie struktury co wida¢ takze w symulacjach przeptywu

Scinajacego.



66

ROZDZIAL 5. TARCIE W SKALI MEZO I NANOSKOPOWE]J]

s Jwa m Pa 195011BM 9lNnZeyod

BPUASIT 'Z T A ‘X -yoerIso YoAppedoisord yoozn m I0SOUPBIMZIQ BIOSUQ) dMOpeps eimelspazid pkzi Auion o3omoyikzood eruazojod wopd[3zm
[9o1WI J0IqO ZeIO 1050)pAdid Op BUOISIAIUPO BUZOTUOWLIRY BHS ‘WIQWOJE WAUEBNMIM B [[QdIW ASewl Warypols Azpdrwu euzomuowuey eps :[omeid op
[om3] po Awalmmiasqo drzpdzi wAujop A\ 1osopdid yokuzor e[p pjiuAm klezoeuzo arury "(INS NroAzn Azid (oot 1foenwiks IuApy :¢°G YounsAy

XV

,
(€90="4 ) %

14

181503

0z 5 Fzz 5

S0
HoLb——r
00—
00—
00L ——
00g——

- 005k

000

b,

Ty,
T,
M

S0
0——
1 oz——
0 —
00k ——
00T

X

0o

o

190

80

qCk

bl

9l




ROZDZIAL 5. TARCIE W SKALI MEZO I NANOSKOPOWE]J] 67

5.1.1 Ruch micel w przeplywie Scinajacym

W celu zbadania wiasciwosci tracych micel o wigkszej iloSci stopni swobody przeprowadzono
symulacj¢ interakcji w obecno$ci przeptywu S$cinajacego. Zachowanie miceli w ty uktadzie
przypomina zachowanie kropel (Bayareh & Mortazavi 2011) w uktadach makroskopowych.
Jednak w odrdznieniu od uktadéw micelarnych, wplyw sity cigzkoSci 1 1 ciSnienia sa male.
Réwnaniem opisujacym przeptyw niestacjonarnego, lepkiego, niescisliwego i niemieszalnego
uktadu dwéch ciat opisuje réwnanie Naviera - Stokesa:

dpu

¥ +V.puu=—-VP+V.u(Vu+Vu') +o / knd” (x — X)ds + pg (5.3)

u jest predkoscia ptynu, P - ci$nieniem, p oznacza ggstos¢ ptynu, p oznacza lepkos$¢ cieczy,
a o wspétczynnikiem napiecia powierzchniowego. Réwniez 6° jest dwu- lub tréjwymiarowa
funkcja delta. x jest krzywizna przeptywéw dwuwymiarowych. n jest wektorem jednostkowym
prostopadtym do powierzchni miceli skierowana na zewnatrz miceli. z jest pozycja we
wspotrzednych Eulera, zas X oznacza potozenie we wspoétrzgdnych Lagrange’a. g to
przyspieszenie ziemskie. Rysunki 5.4 1 5.5 pokazuja jak micele unikaja kontaktu w poczatkowej
fazie ruchu co skutkuje przesunigciem odlegtosci w osi y. W przypadku braku przyciagania van
der Waalsa, odpychanie hydratacyjne zapobiega rozpadowi miceli za§ zmniejszony przekrdj
zderzenia miceli pozwala przesuwal je wzgledem siebie. Micele przyspieszaja podczas
Slizgania si¢ po sobie w Srodkowej fazie interakcji. Rotacja miceli w kierunku x indukuje
zmiang momentu pedu w osi z. Taki efekt sugeruje utatwione smarowanie w zakresie niskich
koncentracji lipiddw wspartych sieciami HA co mozemy powiaza¢ ze zmodyfikowanym

potencjalem oddzialywania wewngtrznych atoméw miceli.

Rysunek 5.4: Etapy interakcji micel poddanych przeptywom $cinajacym jako funkcja gestosci.
Kolejne fazy ruchu widoczne sa od lewej do prawej z gory 1 kontynuacja od dotu. Czerwone
czasteczki reprezentuja wodg, za$ niebiesko-zoite micele.
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5.1.2 Micele odwrotne

Ostatni przyktad oddziatywarn dotyczy micel odwrotnych (Rysunek 5.6), charakteryzuje sig¢
zmiang ksztattow: przypomina to ukiad gtéwka - panewka w lozysku tracym (Rysunek
5.7). Réwniez obrét micel przypomina ten uklad - bardziej sferyczna micela obraca
si¢ po panewkowej. W przypadku micel odwrotnych zauwazono brak efektu odpychania
hydratacyjnego wigc struktury te nie sa uzyteczne w mechanizmie smarowania. Jednak

wlasciwosci te moga by¢ uzyteczne w utrzymywaniu sieci HA.

Rysunek 5.6: Wycinek z symulacji dwéch micel odwréconych w rozpuszczalniku niepolarnym.
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5.2 Symulacje nacisku na micele

Ostatnig zbadang cecha micel jest ich odpowiedZ na nacisk. Pojedyncza micela badZ uktad
dwoéch micel tracych sa jak pokazano wyzej czynnikami pozwalajacymi rozwazaé je jako
elementy istotne w mechanizmie tarcia, jednakze uktad musi dodatkowo przenosi¢ pewne
obciazenie zewngtrzne, aby by¢ rozwazany jako element dobrze smarujacy AC. W tym
celu przeprowadzono symulacje miceli naciskanej w jednej osi w Srodowisku wodnym.
Modelowany uktad sktadat si¢ z 18.000 czasteczek (wody - polarnych, lipidow 1 grafitu -
apolarnych). Symulacje NPT byly wykonywane przez przemieszczanie dwoch powierzchni
grafitu wzglgdem siebie (patrz Rysunek 5.8), podczas gdy woda i lipidy sa dynamicznie
uwigzione pomigdzy nimi (Winkler & Hentschke 1993). Kazda powierzchnia skladata sig¢
z pigciu warstw grafitu dla lepszej stabilizacji jego struktury (Gobbo & et. al. 2013).
Krok czasowy wynosit 10 fs. Micele sktadaty si¢ z 40, 60 1 75 lipidow DPC. Grafit

Rysunek 5.8: Micela migdzy dwiema powierzchniami grafitowymi. Czasteczki wody, ktore
znajduja si¢ wokot catego uktadu jak i migdzy ptytkami, nie pokazano na rysunku.

zbudowany byt z czasteczek apolarnych. Podobnie jak w wypadku tarcia micel potencjat
oddziatywania lipidéw zostat zmodyfikowany w celu osiagnigcia lepszej stabilno$ci struktury.
Jak pokazuja wyniki symulacji morfologia miceli zmienia si¢ wraz z zewngtrznymi warunkami
obciazenia. Te reprezentowane sa przez okresowe zmiany obciazenia, w ktérym zaréwno
amplituda i okres moga ulec zmianie. Na Rysunku 5.12 zaprezentowano diagram zmian
morfologicznych dla ré6znych wartosci amplitudy i okresu. W zwiazku z tym, podstawowym
parametrem ukladu okresowego obciazenia jest stosunek amplitudy A i okres 7. Srodek

masy miceli moze dodatkowo wykonywaé ruch translacyjny w modzie (sub)dyfuzyjnym
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al b)

Rysunek 5.9: Micela migdzy dwiema powierzchniami grafitowymi. Czasteczki wody, ktdére
znajduja si¢ wokot catego uktadu jak i migdzy ptytkami, nie pokazano na rysunku.

pomiedzy powierzchniami grafitowymi. Rysunek 5.9 przedstawia wynik symulacji miceli
przed i po zadanym obcigzeniu. Micela pod obcigzeniem jest zdeformowana (Rysunek 5.10)
zachowujac hydrofobowy charakter - hydrofilowe czgsci lipidow daza do kontaktu z woda
podczas gdy hydrofobowe ze Sciankami. Rysunek 5.12 przedstawia zmiany morfologiczne
ksztattu miceli scharakteryzowane przez promien bezwladno$ci. Wzdluz kierunku x i v,
micela ulega podobnym zmianom ksztattu. W wigkszosci przypadkéw, micele sa odksztalcone
ze sferycznego do ksztattu przypominajacego ksztattem dysk. Jednak dla najbardziej
ekstremalnych warunkach (najwyzsza amplituda i najkrétszy okres) widoczny jest rozpad
miceli. W przypadku dtuzszych okreséw, micele maja wystarczajaco duzo czasu na relakscje, a
tym samym wykazuja najmniejsze zmiany ksztattu dla wszystkich badanych amplitud. Promien
bezwtadnosci wzdtluz kierunku z jest najbardziej stabilny, a jest to spowodowane warunkiem
brzegowym dla tej osi. Rysunek 5.12 przedstawia zmiany ksztaltu, jak i stosunki przekrojow w
réznych osiach zaleznych od komponentéw promienia bezwladnos$ci. Zmiana morfologiczna
sfera - dysk jest ogélnym przypadkiem. Rysunek 5.11 pokazuje zmiany (MSD) miceli i
naprgzenie wewnatrz miceli. Amplituda ruchu $cian jest wazniejszym czynnikiem, poniewaz

istnieja trzy odrgbne rezimy: dla wysokiej, Sredniej i niskiej amplitudy. Po zastosowaniu
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poczatkowego obcigzenia micela porusza si¢ w ten sam sposéb we wszystkich badanych
przypadkach. Po drugim obciazeniu micela réwniez wraca do swojego ksztattu. Dla ostatniego
powtdrzenia obcigzenia micela wraca do podstawowego ksztattu szybciej, poza wypadkiem
rozpadu miceli. Ta tendencja wynika réwniez dynamicznych przemian morfologicznych w
uktadzie na powierzchni miceli. Efekt ksztalttu moze by¢ zar6wno szkodliwy jak i korzystny
dla chwilowych warunkéw smarowania - zmiany ksztattu moga mie¢ wptyw na przewodnictwo
jonéw aktywnych (na przyktad H) przyczynic si¢ do ogdlnego efektu smarowania (Gadomski
et al. 2008) (tworzac gestsza sie¢ hydrofilowych czgsci pozwalajacych na szybszy transport).
Podobne zjawisko obserwujemy dla zachowania miceli w zalezno$ci od iloSci lipidow. Mate
micele sg bardziej stabilnymi strukturami w efekcie czego ich czas relaksacji jet krétszy. Widaé

to zar6wno dla promienia bezwladnosci jak i ciSnienia wewnetrznego 1 MSD.
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5.3 Podsumowanie

Celem przedstawionego rozdziatu byto przedstawienie nanoskopowego tarcia w uktadzie
micelarnym. Tarcie takie jest efektywne tylko w obecnosci sktadnika normalizujacego nacisk.
cmc jest silnie zalezne od ci$nienia stad micele sa w stanie przenosi€ tylko maty zakres obciazen
mechanicznych. Przedstawione wyniki pokazuja jeden z wazniejszych efektow mechanizméw
w modelu utatwionego smarowania. Udzial micel w smarowaniu niesie za soba pozytywne jak i
negatywne skutki. We wczesniejszym rozdziale przedstawiono wyniki symulacji pokazujacych
oddziatywanie lipidow z kwasem hialuronowym. Wraz z rozwojem choroby osteoartretyczne;j
wzrasta koncentracja lipidow w objgtosci cieczy synowialnej jednoczes$nie ubywa lipidow
z warstwy przypowierzchniowej. W warunkach normalnych zjawisko tribomicelizacji jest
efektem pozytywnym ze wzgledu na wsparcie otrzymywane przez sieci HA, ktére normalizuje
nacisk 1 wzmacnia efekt odpychania hydratacyjnego. Innym elementem normalizujacym
oddzialywania micel jest lubrycyna w smarowaniu granicznym. Z tego punktu widzenia
zmodyfikowany potencjal oddzialtywania miedzy hydrofobowymi czgSciami lipidéw ma
usprawiedliwienie. Jednakze wraz z rozwojem choroby zmienia si¢ sktad cieczy. W warunkach
patologicznych struktury typu sieci 1 szczotek zanikaja i/lub staja si¢ o wiele stabsze co
wiaze si¢ wigkszym udzialem fazy micelarnej. Bez HA 1 lubrycyny micele odpowiadaja
za tarcie i przetrzymanie nacisku. Micele traca swoje pozytywne wlasciwo$ci i zamiast
pozytywnego efektu odpychania hydratacyjnego tworza nietrwate struktury zwigzane w czesci
z krotkimi fancuchami HA zaabsorbowanymi na powierzchni micel. Wartym podkreSlenia
jest fakt stabilnosci miceli o niskiej liczbie lipidéw. W chorej cieczy synowialnej mamy do
czynienia z duza iloscia lipidéw tworzacych micele. Uktad taki prowadzi do niestabilnosci
struktur micel i w konsekwencji do uposledzenia mechanizmu smarowania. W rozdziale tym
przedstawiono wyniki symulacji micel DPC w ujeciu gruboziarnistym. Pomimo ogdlnosci tego
typu modelowania pozwala ono na zaobserwowanie wielu parametréw interakcji. W symulacji
oddzialywania dwu micel widoczny jest mechanizm odpychania hydratacyjnego. Pozwala
ono na uniknigcie kontaktu migdzy micelami, szczegélnie widoczne jest to w symulacjach
naprezenia Scinajacego oraz w pierwszym etapie interakcji micel na Wykresie 5.4. Pewna
trudno$¢ interpretacyjng stanowi wykorzystanie sterowanej dynamiki molekularnej w zakresie
skal czasowych. Technika ta jednak pozwala na wyznaczenie sily potrzebnej do rozdzielenia
micel na kazdym etapie interakcji. Warto$¢ ta moze poméc w okreSleniu tribomicelizacji

bedacej efektem nacisku wedtug modelu utatwionego smarowania.



Rozdziafl 6
Podsumowanie badan wlasnych

Przedstawiona praca oparta jest na artykulach wtasnych, materiatach konferencyjnych oraz
wynikach w przygotowaniu do publikacji. Wszystkie opublikowane prace znajduja si¢ w spisie
literatury - nazwisko autora tej pracy zostalo podkreSlone. Zatozenia modelu utatwionego
smarowania przedstawione zostaly w pracy (Gadomski et al. 2008). Badania prowadzone w
ramach doktoratu miaty na celu zrozumienie zjawisk smarowania i tarcia w uktadzie chrzastki
stawowej oraz ich konfrontacji z ww. modelem. W pracy wykorzystano zaréwno narzedzia do
analitycznego (uktady dynamiczne, metode MNET), numerycznego (dynamika molekularna)
oraz eksperymentalnego (elektroforeza, badania tribologiczne) opisu ukiadu. Poczatkowe
badania skupity si¢ na badaniu zjawisk zachodzacych w uktadach lipidowych: wymiana
lipidédw migdzy dwoma polami koncentracji oraz tworzeniem micel. Powstajace micele
odgrywaja dwie kluczowe dla zjawiska role. Po pierwsze, sferyczny ksztatt miceli zmienia
rodzaj tarcia: ze Slizgowego na toczne. Dzigki odpychaniu hydratacyjnemu hydrofilowych
powierzchni micel teoretycznie osiaggna¢ mozna bardzo niskie wartoSci wspolczynnika
tarcia. Drugim efektem towarzyszacym powstawaniu micel jest wystgpowanie tzw. kanatow
protonowych (przewodzacych gtéwnie jony hydroniowe - przestrzeni migdzy-micelarnych. W
tak powstatych przestrzeniach (wg modelu) wystepuje uporzadkowanie czasteczek wody, ktére
utatwia transport jonéw - efekt ten jest wzmocniony ujemnie naladowanymi sieciami kwasu
hialuronowego petnigcymi role katody. Kaskady jondéw (powstate dzigki zrywaniu wiagzan
wodorowych wywotanego zewnetrznym bodzZzcem sitowym) rozpychaja sieci HA, dajac lepsza
odpowiedzZ na nacisk.

W  pracach wspoétautorskich  (Gadomski, Beldowski, P., Rubi, Urbaniak, Augé,
Santamaria-Holek & Pawlak 2013, Gadomski, Betdowski, P., Augé, Htadyszowski, Pawlak
& Urbaniak 2013, Beldowski, P. et al. 2013, 2014) opisano giéwne efekty modelu oraz
powiazano je ze zjawiskami zachodzacymi w rzeczywiste] chrzastce stawowej. Praca
(Gadomski, Betdowski, P., Rubi, Urbaniak, Augé, Santamaria-Holek & Pawlak 2013) opisuje

model utatwionego smarowania oraz analizuje uktad réwnan pdl koncentracji lipidow.

78



ROZDZIAE. 6. PODSUMOWANIE BADAN WEASNYCH 79

Pozwolito to na wyznaczenie warunkéw pracy uktadu jako zaleznych od stanu poczatkowego
i wpltyw zaleznoS$ci migdzy polami gestosci na efektywno$¢ smarowania. Stosujac zalezno$¢
wspotczynnika tarcia od czasu (wynikajaca z hipotezy zrywania wigzan) dopasowano krzywe
teoretyczne do danych eksperymentalnych, przedstawiajacych ta zalezno$¢ dla réznych
hydrozeli stosowanych jako alternatywa dla cieczy synowialnej. Podobny problem podjgto w
pracach (Betdowski, P. et al. 2013, 2014). Skupiono si¢ tu jednak giéwnie na wptywie kanatéw
jonowych. Poréwnano wiasciwosci cieczy synowialnej z roztworem soli fizjologicznej
jako medium utatwiajace transport jonowy. Pomimo podobnego sktadu jonowego tych
ptynéw ciecz synowialna wykazywata lepsze wtasciwosci. Co mozna powiazaé z istnieniem
wspomnianych kanatéw. Wyniki te sktonily autora do lepszego zrozumienia mechanizmu
dziatania ww. kanaléw jonowych. Praca (Gadomski, Betdowski, P., Augé, Hiadyszowski,
Pawlak & Urbaniak 2013) skupia si¢ na opisie transportu jonéw w kanatach micelarnych.
Wykorzystujac metode MNET zbadano wptyw grubosci kanatu i koncentracji jondw na to
zjawisko. Ruch jonu hydroniowego w kanale zalezny byt od dwoch efektéw: koncentracji
jondéw oraz przewezenia/przeSwitu kanatu. Uzyskana w ten sposob zalezno$¢ predkosci dryfu
jonu od potozenia w kanale pozwolita na zrozumienie wptywu zjawisk zaréwno wspierajacych
transport (sieci HA oraz szeroko$¢ kanatu) jak i ttumiacych go (wzrost/spadek koncentracji
jonéw).

Kolejnym etapem badan byto zrozumienie mechanizmu tribomicelizacji oraz udzialu micel
w smarowaniu. W tym celu ze wzgledu na tatwoS¢ w implementacji, szybko$¢ uzyskanych
wynikéw i wykorzystujac dobrze zbadany model wykorzystano metod¢ dynamiki molekularne;j.
Wykorzystujac pole sitowe MARTINI oraz sterowana dynamike molekularng zbadano uktady
micelarne. Pierwsza praca dotyczaca symulacji interakcji micel w Srodowisku wodnym
wykonana zostalta w Forschungszentrum Jiillich w Niemczech (Betdowski, P., Winkler,
Hiadyszowski, Jung & Gadomski 2016). Badano zachowanie micel tracych o siebie przy
statej predkoSci dryfu. W analizie postuzono si¢ danymi opisujacymi morfologi¢ struktur
dwoéch micel jako zalezng od potozenia wzgledem siebie. Dodatkowo badano sil¢ potrzebna
do przesunigcia tych agregatow. Uzyskane wyniki pokazywaty, ze micele jako struktury
niestabilne sa tylko w pewnym ograniczonym zakresie efektywnie wspomaga¢ smarowanie.
Pod wptywem interakcji moga tworzy¢ bardziej ztozone micele, ktére trudno jest rozdzielié.
Jednakze poprzez oddzialtywanie z innymi skiadnikami cieczy smarujacej np. HA jako
rdzeniem wzmacniajacym wewngtrzne oddziatywania, sa one w stanie efektywnie przenosié
nacisk i zmienia¢ rezim tarcia ze §lizgowego na toczne (jak zaktadano w (Gadomski et al.
2008)). Kontynuacja badafi nad micelami byta praca opublikowana jako rozdzial w ksiazce
,Dynamical Systems: Modelling” (Betdowski, P., Winkler, Augé, Htadyszowski & Gadomski
2016). Praca ta opisywala odpowiedZ miceli na periodyczny nacisk dwdéch powierzchni

grafitowych. Potwierdzata uzyteczno$¢ micel z HA jako uktadu pozwalajacego na efektywne
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smarowanie.

Symulacje dynamiki molekularnej potwierdzity uzyteczno$¢ micel w mechanizmie smarowania
cho¢ wymagana jest obecno$¢ kwasu hialuronowego. Sktonito to autora do skierowania uwagi
na zachowanie tego sktadnika w zmiennych warunkach fizykochemicznych, skutkujacych
chorobg OA. Badania zaprezentowane w (Jung et al. 2017) pokazaty jak pod wplywem
czynnikow chorobotwérczych zmienia si¢ sktad i wilasciwosci fizykochemiczne cieczy
synowialnej. Zmiana koncentracji lipidow oraz Sredniej dlugoSci HA sa wyznacznikiem
pogorszenia wilasciwosci smarujacych AC. Wyniki badai elektroforetycznych potwierdzity
wyzsza gesto$¢ tadunku powierzchniowego HA w poréwnaniu do lipidéw w funkcji pH.
Wysoka koncentracja lipidéw oraz spadek Sredniej dtugosci HA wptywaja na gestos¢ tadunku
powierzchniowego - lipidy tworza micele, ktére absorbuja HA na swojej powierzchni. Wiaze
si¢ to ze spadkiem sity elektrostatycznej w wplywajacej na predko$¢ dryfu (Gadomski,
Betdowski, P., Augé, Hladyszowski, Pawlak & Urbaniak 2013). Dodajac do tego efekt wzrostu
pH (czyli spadku koncentracji jonéw hydroniowych) otrzymujemy znaczne obnizenie wptywu
kanatéw jonowych. Wyniki symulacji dynamiki molekularnej uktadéw HA:PL pozwalaja
zrozumie¢ negatywny skutek wzrostu koncentracji lipidéw. Pozytywne zjawisko interakcji
HA:PL - objawiajace si¢ migdzy innymi w postaci sieci HA i micel zmniejszajacych tarcie -
jest efektywne tylko w obecnoSci zdrowej powierzchni. Wzrost koncentracji lipidéw oraz pH
skutkuja zmniejszeniem promienia bezwladnosci, co jest negatywnym czynnikiem ze wzgledu
na tworzenie sieci HA.

Pozytywny wptyw warstw przypowierzchniowych tworzonych przez lipidy pokazano w pracy
(Pawlak et al. 2016). W zakresie fizjologicznym powyzej pH=7.4 warto$¢ wspoétczynnika
tarcia jest najmniejsza co zwiazane jest z uporzadkowaniem hydrofilowej czesci lipidow.
Poprzez zjawisko odpychania hydratacyjnego bedacego konsekwencja uporzadkowania
lipidéw otrzymano minimum zaleznoSci wspodtczynnika tarcia od czasu. Podobny efekt
widoczny jest w przypadku dwéch micel oddziatujacych o siebie. W strefie kontaktu wystepuje
uporzadkowanie (czasteczek wody o zasiggu do 1 nm) powodujace efektywne przesuwanie si¢
micel o siebie. To uporzadkowanie réwniez sprzyja transportowi jonéw hydroniowych dzigki
efektywniejszemu mechanizmowi ,hoppingu” jaki wystgpuje min. w poblizu dwuwarstw
lipidowych (Rozdziat 3).

Podsumowujac badania wlasne mozna stwierdzi¢, ze zatozenia modelu US mozna powiazac
z wynikami symulacji numerycznych jak i wynikéw eksperymentalnych. Wplyw opisanych
czynnikOw moze by¢ mniejszy niz sugeruje autor - jest on jednak czeScig ztozonego uktadu.
Dalsze prace skupiaé si¢ beda na uwzglednianiu innych elementéw cieczy oraz rozszerzeniu

juz wykonanych badan w innych warunkach fizykochemicznych.



Rozdziat 7
Podsumowanie i perspektywy

Celem przedstawionej pracy bylo zaprezentowanie modelu tarcia i smarowania chrzastki
stawowej z uwzglednieniem zjawisk zachodzacych w kilku skalach przestrzennych: od
skali atomowej/molekularnej do mezoskopowej (supramolekularnej). Opisany mechanizm
pozwala na zrozumienie mechanizmu prawidlowego funkcjonowania jak i degeneracji cieczy
smarujacej. Ulatwione smarowanie jest efektem tworzenia sieci HA pozwalajacych na
tribomicelizacj¢ i1 transport jonéw hydroniowych. Z drugiej strony rownowaga w uktadzie
utrzymywana jest dzigki nieuszkodzonej powierzchni chrzastki i warstwie lipidéw. To wtasnie
stan powierzchni jest punktem startowym do dalszych zmian zachodzacych w uktadzie.
HA jako gtéwny skladnik cieczy smarujacej odpowiada za jej wlasciwosci lepko-sprezyste.
Prawidtowa praca ukladu wymaga ptynnego przechodzenia migdzy réznymi rezimami
tarcia zwigzanymi z wielkoScia przestrzeni migdzy wspdlpracujacymi powierzchniami. Sieci
kwasu hialuronowego wraz z micelami umozliwiaja efektywna prace ukladu w smarowaniu
hydrodynamicznym. Dwuwarstwy lipidowe, ,,szczotki” HA i lubrycyny odgrywaja kluczowa
rolg w smarowaniu granicznym i mieszanym. Sktad cieczy smarujacej zasadniczo wptywa na
efektywno$¢ smarowania: w zdrowym stawie ptyn stawowy jest ciecza tiksotropowa, zas w
chorym staje si¢ ciecza Newtonowska (nieefektywnym smarem). Rysunek 7.1 stanowi pewna
form¢ podsumowania badain w celu opisu zmian zachodzacych w uktadzie smarujacym oraz
ich wplyw na wtasciwosci cieczy. Jak pokazano w Tabeli 1.1 patologiczna ciecz charakteryzuje
si¢ wzrostem liczby lipidow co spowodowane jest degeneracja powierzchni. Obumierajace
komorki chrzastki wydzielaja do uktadu lipidy tworzace wczesniej blony komérkowe. Skutkuje
to zar6wno zanikaniem dwuwarstw przypowierzchniowej, jak 1 zjawiskiem micelizacji.

Zjawisko tribomicelizacji opisane w Rozdziale 4 niesie z soba zaréwno pozytywne jak i
negatywne skutki. Kluczowe w tej relacji sa oddziatywania lipidow z kwasem hialuronowym.
Oddziatujace micele petnia dwie kluczowe role w mechanizmie smarowania. Pierwsza wynika
z mozliwo$ci zmiany rezimu tarcia ze Slizgowego na toczne. Efekt ten jest podyktowany

kulistym ksztaltem miceli, wzmocnionym elektrostatycznym odpychaniem natadowanych
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Rysunek 7.1: Sktad cieczy synowialnej: zdrowej (gérna czgs€) i chorej (dolna czgs¢). Lipidy
przedstawiono jako niebiesko-czerwone czasteczki, sieci HA na zielono, lubrycyna - r6zowe
linie, agrekany - czerwone widkna, czerwone kropki reprezentuj¢ jony hydroniowe. W
zdrowym ptynie wszystkie sktadniki petnig okreslone role jak opisano w teksScie, pod wptywem
czynnikOw chorobotwoérczych zmieniaja si¢ czynniki, jak pokazano po lewej czesci rysunku.
Réznice jakoSciowe ptynu smarujacego migdzy zdrowym a chorym ptynem pokazano po prawe;j
stronie.

powierzchni. Uporzadkowanie czasteczek wody w przestrzeniach migdzy-micelarnych
wzmacnia ten efekt. Dodatkowo powstaja warunki tworzenia si¢ kanatéw powalajacych na
utatwiony transport jonéw. Efekt ten jest wzmocniony wystgpowaniem kwasu hialuronowego
petniacego funkcje anody przyciagajacej naladowane jony hydroniowe, ktére rozpychaja
taiicuchy sieci. Ze wzgledu na wyzsza gesto$¢ tadunku HA w poréwnaniu z lipidami (Patrz
Rysunek 4.3) ruch ten jest zwrocony w kierunku HA, pozwalajac na rozpychanie sieci HA.
Trwale i dobrze uksztaltowane sieci HA odpowiedzialne sa przenoszenie obciazen co daje
uktadom micelarnym mozliwos$¢ wystgpowania tych dwéch pozytywnych zjawisk.

Stany patologiczne powoduja utrate Srodka normalizujacego nacisk, w konsekwencji gorsza
odpowiedzig uktadu 1 tarciem mieszanym/suchym - najgorszym gdyz powodujacym najwigksze
zuzywanie powierzchni tracych. Mechanizm sieciowania opisany w Rozdziale 4 jest zakiécony
ze wzgledu na ekranowanie Srodowiska lipidami, ktére absorbuja krétsze taficuchy HA
wylaczajac je z mechanizmu smarowania. Wzrost pH cieczy synowialnej wplywa na
efektywnoS¢ transportu jonéw przez co mechanizm elektrostatycznego odpychania sieci jest
mniej efektywny.

Wzrost koncentracji micel w Srodowisku w stosunku do HA powoduje spadek efektu
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odpychania. Ggstos¢ tadunku powierzchniowego dla uktadu lipidowego w poréwnaniu z
HA potwierdza zmniejszenie efektywnoSci transportu jonéw. W ramach przedstawionych
wynikéw mozna zaobserwowal reakcje ,tancuchowa” w wyprowadzonym z réwnowagi
uktadzie. Degeneracja powierzchni skutkuje wzrostem koncentracji lipidéw. Smieré komérek
chondrocytéw bedacych efektem tarcia suchego powoduje dodatkowy wzrost koncentracji
lipidéw, oraz wzrost pH. To za$§ zmienia polidyspersyjno§¢ HA. Krétsze taficuchy w
tak okreSlonym Srodowisku maja mniejsze szanse na stworzenie trwalych sieci. Podanie
zewngetrznego Zrodia HA o polidyspersyjnosci zdrowego ptynu nie jest s tego punktu widzenia
zasadne, gdyz tworza si¢ dwie fazy: lipidowa (chora) i HA (zdrowa), ktére stabo si¢ penetruja.
W konsekwencji nie ma mozliwo$ci odtworzenia pierwotnych wtasciwosci uktadu.

Co wazne w przedstawionej pracy nie uwzgledniono udziatu bialek oraz proteoglikandw,
cho¢ efekt ich udzialu jest znaczacy. Jednak zaré6wno HA jak i lipidy oddzialuja z tymi
sktadnikami, stad posrednio mozna je powiaza¢ z zachodzacymi procesami. Uklad 3
trzech réwnan opisujacych koncentracje lipidéw, zawiera w sobie (w sposéb niejawny)
udzial innych skladnikéw jak lubrycyna i komorki chondrocytéw. Przytoczone wyniki
symulacji komputerowych sprawiaja pewna trudnos¢ interpretacyjna, wynikajaca z modeli
gruboziarnistych wykorzystywanych w zjawisku interakcji miceli. W modelach tych wptyw
sit tarcia 1 bardziej subtelnych oddzialywan migdzyatomowych jest ograniczony. Z tego
wzgledu interpretacja skal czasowych jest trudna oraz nie daje szczegétowych informacji nt.
opisywanych zjawisk. Wykorzystanie tych modeli pozwala jednak na wyrobienie intuicji dot.
zjawiska oraz jako$ciowe wtasciwosci uktadu. W pracy nie dokonano szerszego opisu udziatu
kanatéw protonowych. Pomimo uzyskania wstepnych wynikéw nie zaprezentowano wynikoéw
symulacji transportu jonéw hydroniowych w kanatach micelarnych. Model komputerowy
wykorzystany do opisu transportu zostal przedstawiony przez (Wolf & et al. 2014). Jednak ze
wzgledu na jego zlozonos¢ i trudnos$¢ powigzania z modelem MNET, nie przedstawiono tu
tych wynikéw. Wszystkie przeprowadzone symulacje byty oparte na klasycznych modelach,
bez uwzglednienia efektow kwantowych. Zjawiska kwantowe (tworzenie/zrywanie wigzan
wodorowych, transport Grotthussa) sa wazne w modelu, opis klasyczny typu (Agmon 1995)

pozwala na uzyskanie wynikow zgodnymi z danymi eksperymentalnymi.

Wyniki badan oddziatywan HA:PL pozwalaja na lepsze zrozumienie zjawisk zachodzacych
w trakcie zmian chorobotwoérczych zwigzanych z rozwojem OA. Zmiana polidyspersyjnosci
HA oraz wzrost koncentracji lipidéw powoduja stabsze sieciowanie. Wynik ten moze wyjasnic¢
niska skuteczno$¢ wiskosuplementacji (zastrzykow) HA w miejscu chorego stawu. Podawany
roztwor zawiera objetosci kwasu w swojej objetosci rowne iloSci mazi stawowej w zdrowym
stawie. Wstrzyknigcie HA pozwala znormalizowaé pH z 8.0 do wartosci blizszej warunkom

fizjologicznym. Powinno to skutkowac normalizacja Srodowiska do pH=7.0. Jednakze wysoka
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koncentracja lipidéw ttumi mechanizm sieciowania, za$ dalsza degeneracja powierzchni tylko
poteguje ten efekt. W rzeczywistoSci HA podany z zewnatrz tworzy nowa fazg i absorbuje
odlamki chrzastki dostajace si¢ do SF. W poczatkowych fazach choroby, przy niskich
koncentracjach lipidéw i matych uszkodzeniach powierzchni ten efekt nie jest silny. Jednak
wraz z rozwojem choroby zastrzyki HA maja efektywnos¢ poréwnywalna z Placebo.
Kontynuacja przedstawionej pracy dotyczy¢ bedzie opisu zjawisk wystgpujacych w uktadzie
chrzastki w réznych warunkach fizyko-chemicznych.

W dalszych badaniach opisywany szerzej bedzie mechanizm transportu jonéw hydroniowych

Rysunek 7.2: Skalpel fizjochemiczny wykorzystujacy strumienie protonéw do operacji leczenia
powierzchni stawowych.

w kanalach micelarnych. W tym celu wykorzystam technik¢ hybrydowych symulacji
dynamiki molekularnej i metody Monte Carlo. Wykorzystujac metode HYDYN (HYdrogen
DYNamics)(Wolf & et al. 2014) badany bedzie wptyw micelarnych kanatéw na mechanizm

smarowania oraz kreacji i anihilacji defektéw w warstwie przypowierzchniowej. Réwnolegle

Rysunek 7.3: Prezentacja transportu jonéw hydroniowych w kanale micelarnym za pomoca
techniki HYDYN.

rozszerzone zostang badania nad oddziatywaniami HA/PL. W tym celu wykorzystam
pole sitlowe MARTINI, ktére pozwala na zbudowanie gruboziarnistej reprezentacji HA.

Gruboziarnisty HA bedzie réwniez wykorzystany do badania mechanicznych wiasciwosci sieci
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oraz wptyw polidyspersyjnosci i chemicznych modyfikacji HA na trwalos¢ struktury. Na cele
pracy zaplanowane zostaly badania reometryczne, jednakze ze wzgledu na problemy techniczne
nie udalo si¢ ich zrealizowa¢. Nawigzano jednak kontakt z nowymi grupami badawczymi,
zainteresowanymi przeprowadzeniem tych badan. Badania skupione bgda na wiaSciwosciach
reologicznych uktadow HA:PL w r6znych warunkach fizykochemicznych. Ztozonos$¢ uktadu
oraz potencjal w postaci wykorzystania wynikéw w medycynie daje duze mozliwosci do

wieloletnich badan ze specjalistami z wielu dziedzin.
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