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BADANIA UKEADOW BEONOWYCH METODAMI MODELOWANIA MOLEKULARNEGO

WSTEP

Btony biologiczne pelnia wazne i rézno-
rakie funkcje w zywych organizmach. Ich
podstawowa i najwczeSniej rozpoznana rola
jest odgrodzenie komorki (w przypadku bion
plazmatycznych) lub organelli komorkowych
(w przypadku bton wewnetrznych) od oto-
czenia i zapewnienie im integralnoSci. Btony
plazmatyczne stuza jako selektywne bariery
kontrolujace i regulujace sklad wewnatrzko-
morkowy oraz poSrednicza we wzajemnym
oddzialywaniu pomiedzy komorka i jej oto-
czeniem umozliwiajac odbieranie i przekazy-
wanie sygnalow niezbednych dla funkcjono-
wania komorki.

Glownym elementem strukturalnym blo-
ny biologicznej jest matryca lipidowa, naj-
czeSciej w formie cieklokrystalicznej dwu-
warstwy (warstwy podwojnej), zbudowana z
roznego typy lipidow, ktérych gtowy polarne
(Ryc. 1) naleza do kilku klas chemicznych.
W blonach komorek zwierzecych wystepuja
glownie fosfolipidy: sfingolipidy (SM), glice-
rolipidy (fosfatydylocholiny (PC), fosfatydy-
loetanoloaminy (PE), fosfatydyloseryny (PS))
oraz sterydy, przede wszystkim cholesterol
(Cho)). Btony réznych typow komorek, w ob-
rebie jednego organizmu, charakteryzuja si¢
swoistym skladem lipidowym. Z kolei btony
plazmatyczne komorek bakteryjnych zbudo-
wane sa gtownie z PE, fosfatydylogliceroli
(PG) i lipopolisacharydow (LPS). Trwatosc¢ i
integralno$¢ matrycy lipidowej zapewniaja
stabe oddzialywania (nie-kowalencyjne) mie-
dzy czasteczkami lipidow z duzym udzialem
czasteczek wody. Stan cieklokrystaliczny ma-

Ryc. 1. Czasteczka fosfatydylocholiny (PC) ,wy-
jeta” z dwuwarstwy lipidowej w fazie cieklo-
krystaliczne;j.

Glowa polarna jest narysowana grubsza linia, jasnym
kolorem oznaczone s3 atomy wodoru. Lancuchy we-
glowodorowe sa narysowane ciensza linia.
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trycy charakteryzuje sie niskim uporzadko-
waniem lancuchow weglowodorowych, szyb-
kimi ruchami rotacyjnymi fragmentow oraz
ruchliwoscia translacyjna czasteczek lipidow.

Ogolnie przyjety model blony biologicz-
nej zostal zaproponowany przez SINGERA i NI-
COLSONA (1972). W modelu tym, nazwanym
modelem plynnej mozaiki, matryca lipidowa
jest pasywnym ,rozpuszczalnikiem” dla bia-
lek. Takiemu postrzeganiu matrycy przeczy
jednak mnogos¢ typow lipidow btonowych
(~200), jak i najnowsze badania wskazuja-
ce, ze lipidy aktywnie uczestnicza w funk-
cjonowaniu bialek btonowych. Wykazano,
ze aktywnoS$c¢ takich biatek jak pompa wap-
niowo-potasowa czy liczne ATP-azy (DING
i wspotaut. 1994) istotnie zalezy od skladu
lipidowego btony. Wiele biatek blonowych
wymaga tez obecnosSci w btonie cholestero-
Iu. Cholesterol moze tam petlni¢ podwojna
role, jako kofaktor enzymu lub jako regula-
tor ptynnosci btony. Jego obecnos¢ decydu-
je o tym, czy pewne biatka wbuduja si¢ do
blony, czy tez pozostana w roztworze (TAY-
LOR i ROSEMAN 1996). Blona lipidowa moze
przyjmowac rozne fazy zaleznie od rodzaju
czasteczek lipidow, stezenia wody oraz tem-
peratury (fazy liotropowe) oraz wykazywacd
polimorfizm (SEDDON i TEMPLER 1995). Fazy
liotropowe uktadow lipidowych przyjmuja
rozne struktury przestrzenne o roznej trwa-
tosci (SEDDON i TEMPLER 1995) — najtrwalsze
sa fazy lamelarne i heksagonalne; te ostatnie
sa strukturami rurkopodobnymi. Odwroco-
na faza heksagonalna tworzy si¢, gdy stosu-
nek liczby czasteczek lipidow do wody jest
duzy. Wykazano, ze faza liotropowa matry-
cy ma rOwniez wplyw na aktywnoS¢ biatek.
Na przykltad blonowy enzym deepoksydaza
wiolaksantynowa wykazuje aktywnoS¢ kata-
lityczna, gdy matryca przyjmuje lokalnie od-
wrocona faze heksagonalna (GOSss i wspotaut.
2005). Wiele innych biatek, do prawidlowe-
go funkcjonowania potrzebuje w najblizszym
otoczeniu lipidow, ktére maja tendencje do
spontanicznego tworzenia fazy nie-lamelarne;j
(VAN DEN BRINK i wspotaut. 2004). Autorzy
cytowanej pracy nie byli w stanie wykazac,
ze te lipidy indukuja w blonie plazmatyczne;j
miejscowo nielamelarne fazy, ale wykazali, ze
sama ich obecnoS¢ wywoluje lokalny stres i
powoduje zmiane¢ profilu ciSnienia lateralne-
go w poprzek btony, co wplywa na funkcjo-
nowanie biatek.

Rowniez aktywnoS¢ peptydow antybakte-
ryjnych zalezy od sktadu lipidowego blony.
Na przyklad magaininy, naturalne peptydy

antybakteryjne, dzialaja niszczaco na blony
komorek bakteryjnych, a nie na btony komo-
rek zwierzecych (EPAND i VOGEL 1999). Ta
wybiorczo$¢ magainin jest zwigzana z rozni-
ca w sktadzie lipidowym blon komorek euka-
riotycznych i prokariotycznych. Jak juz wspo-
mniano powyzej, blony bakteryjne bogate sa
w ujemnie naladowane lipidy (LPS i PG) i
nie zawieraja cholesterolu, podczas gdy blo-
ny zwierzece tworza glownie lipidy obojetne
(PC i SM) i cholesterol.

Pomimo ze czasteczki lipidow moga w
zasadzie swobodnie dyfundowaé w plasz-
czyznie btony (DAY i KENWORTHY 2009), cze-
sto nawet dwuskladnikowa btona lipidowa
nie jest struktura jednorodna. Stwierdzono,
ze pewne typy lipidow ulegaja segregacji w
plaszczyznie btony, tworzac struktury dome-
nowe (PANDIT i SCOTT 2009). Przyktadem sa-
morzutnej segregacji lipidow jest tworzenie
si¢  tratw” (ang. rafts), tj. domen bogatych w
nasycone PC (lub SM) i Chol w trojsktadniko-
wej btonie lipidowej zawierajacej mono-nie-
nasycone PC, nasycone PC (lub SM) i Chol
(BERKOWTITZ 2009). Na podstawie badan eks-
perymentalnych postuluje si¢, ze w blonach
biologicznych tratwy (platformy tratwowe)
odgrywaja istotna role w funkcjonowaniu ko-
morek (SUBCZYNSKI i Kusumi 2003); sa miedzy
innymi zaangazowane w procesy transportu
i sortowania skladnikéw blon wewnatrzko-
morkowych, sygnalizacji miedzykomorkowe;j
(EDIDIN 2003), a takze stanowia specyficzne
otoczenie dla szeregu biatek btonowych, nie-
zbedne dla ich funkcjonowania np. kinaz ty-
rozynowych z rodziny src (SIMONS i TOOMRE
2000).

Ze wzgledu na wielka zlozonos¢ struktu-
ralna, fazowa i dynamiczna blon biologicz-
nych, eksperymentalne badania ich biofizycz-
nych wlasnoSci sa trudne. Dlatego najczesciej
prowadzi si¢ je na uktadach modelowych.
Doswiadczalnymi modelami bton biologicz-
nych sa zazwyczaj warstwy (lub wielowar-
stwy) podwojne utworzone z jednego lub
kilku typoéw lipidow, czasem zawierajace
tez kontrolowana ilos¢ innych skladnikow
(btony modelowe). Te modele sa w zasadzie
odpowiednikami matrycy lipidowej blony.
NajczeSciej uzywanymi technikami w tych
badaniach sa magnetyczny rezonans jadrowy
(NMR), elektronowy rezonans paramagne-
tyczny (ESR), krystalografia rentgenowska (X-
ray), rozproszenie neutronowe oraz metody
fluorescencyjne. Metody te wykazaly wiele
ciekawych wlasnosSci blon modelowych, jed-
nakze — ze wzgledu na ograniczona rozdziel-
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czoS¢ czasowo-przestrzenna — nie sa one
w stanie wyjasni¢ podstawowych mechani-
zmow (na poziomie atomowym), rzadzacych
zachowaniem blony. Bez wyjasnienia tych
mechanizmoéw catkowite zrozumienie sposo-
bow funkcjonowania btony nie jest mozliwe.

Klasyczna symulacja dynamiki molekular-
nej (ang. molecular dynamics simulation) na
poziomie atomowym jest szeroko stosowana
metoda obliczeniowa przewidywania struktu-
ry i badania dynamiki makroczasteczek oraz
ukladow molekularnych (LEACH 2001). Bazuje
ona na zalozeniu, ze atomy w czasteczce sa
obiektami klasycznymi podlegajacymi dyna-
mice newtonowskiej. Stad, oraz ze znajomo-
Sci oddzialywann miedzyatomowych, znamy
potozenie kazdego atomu w ukladzie w do-
wolnej chwili symulacji (jednakze w ograni-
czonej skali czasowej); znana jest wiec struk-
tura i zachowanie dynamiczne catego ukla-
du. Rozdzielczos¢ atomowa oraz mozliwos¢
bezposredniego Sledzenia procesow w skali
czasowej od femtosekund do setek nanose-
kund (goérna granica skali zalezy od mozliwo-
Sci obliczeniowych komputera) stanowia, iz
metoda symulacji dynamiki molekularnej w
niektorych przypadkach goruje nad metoda-
mi eksperymentalnymi, a generalnie jest ich
istotnym uzupetnieniem.

Metoda symulacji dynamiki molekular-
nej jest szczegolnie odpowiednia do badania
blon, ktorych istotna cecha jest tzw. struktu-
ra dynamiczna, co znaczy, ze zachodza w niej
szybkie zamiany potozefh atomow w wyniku
przejs¢ konformacyjnych (izomeryzacji trans-

gauche w lancuchach weglowodorowych) i
dyfuzji, przy zachowaniu Srednich parame-
trow strukturalnych uktadu. Stosowanie sy-
mulacji dynamiki molekularnej do badania
blon napotyka na wiele trudnosci, sa one jed-
nak inne niz w przypadku bialek. Pierwsza
trudnoScia jest wybor struktury poczatkowe;j
komputerowego modelu btony. Dla biatek,
jest to najczeSciej uporzadkowana struktura z
bazy struktur bialkowych PDB (http://www.
rcsb.org/pdb/) bliska globalnemu minimum
energii potencjalnej. Wygenerowana w symu-
lacjach struktura dynamiczna biatka niewiele
odbiega od jego struktury poczatkowej. Nato-
miast matryca lipidowa btony w warunkach
fizjologicznych jest w stanie cieklokrystalicz-
nym, ktory ,oddalony” jest od stanu uporzad-
kowanego (krystalicznego) o dwa przejscia
fazowe. Czesto przy budowie modelu biony z
koniecznoS$ci uzywa si¢ jednak uporzadkowa-
nej struktury lipidow jako poczatkowej. Na-
stepna trudnoScia jest czas symulacji; w od-
roznieniu od biatka, blona jest uktadem wie-
loczasteczkowym i dynamicznym i dlatego,
dla osiagniecia stanu rOwnowagi termiczne;j
symulacje dynamiki btony musza by¢ prowa-
dzone w znacznie dluzszej skali czasowej, niz
w przypadku biatek. Odrebny problem sta-
nowi hydratacja blony; warunkiem istnienia
cieklokrystalicznej fazy lamelarnej jest tzw.
pelne uwodnienie btony, kiedy na jedna cza-
steczke lipidu przypada okoto 30 czasteczek
wody. Te wode nalezy jawnie uwzgledni¢ w
modelu, co powoduje, ze uktad, ktory podda-
jemy symulacji jest bardzo duzy.

MODEL KOMPUTEROWY BLONY LIPIDOWE]

W klasycznym modelowaniu molekular-
nym, model komputerowy uktadu czasteczko-
wego wymaga dwoch podstawowych defini-
cji: poczatkowego przestrzennego polozenia
atomow, z ktorych zbudowane sa czasteczki
tworzace ukltad (poczatkowej struktury prze-
strzennej) oraz oddzialtywan miedzyatomo-
wych. O problemie poczatkowej struktury
przestrzennej lipidow btonowych byla mowa
powyzej. Rozwiazanie jest dwojakie: albo ko-
rzysta sie z kilku gotowych, dostepnych w
Internecie cieklokrystalicznych bton, albo
tworzy si¢ btone¢ z lipidow w konformacji o
najnizszej energii, ale wtedy taka blone¢ nale-
zy ,przeprowadzi¢” przez glowne przejscie
fazowe, tj. z fazy czeSciowo uporzadkowanej
do cieklokrystalicznej. Wymaga to prowadze-
nia wstepnej symulacji dynamiki molekular-

nej przy wzrastajacej temperaturze ale stalym
ciSnieniu.

Definicja oddzialywan miedzyatomowych
(funkcji potencjalu) polega na dobraniu od-
powiedniej postaci matematycznej dla wy-
branych przez nas oddzialywan - zazwyczaj
sa to trzy oddzialywania wiazace odpowie-
dzialne za zachowanie poprawnych warto-
Sci parametrow struktury czasteczki i dwa
niewigzace odpowiedzialne za oddzialywa-
nia wewnatrz- i miedzyczasteczkowe, a takze
pewne poprawki. W tym doborze stosujemy
zasade, ze oddzialywania w ukladzie o zlozo-
nej strukturze opisujemy najprostszymi funk-
cjami, ale tak dobranymi, aby model popraw-
nie reprodukowal wiasnoSci uktadu rzeczy-
wistego. Jednak nie sama posta¢ funkcyjna
oddziatywan, ale parametry tej funkcji, ktore
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zaleza od typow atomOw, miedzy ktorymi
dane oddzialywanie ma miejsce, stanowia
najwickszy problem definicji modelu. Jedy-
nie wlasciwie dobrane/wyliczone parametry
umozliwiaja zbudowanie poprawnego mo-
delu komputerowego. Parametryzacja funk-
¢ji potencjatu lipidow blonowych nie jest
zakonczonym procesem i nadal przysparza
wiele problemow (ANEZO i wspotaut. 2003).
Ta problematyka jest jednak zbyt szczegoto-
wa, zeby ja tu omawia¢ (SONNE i wspotaut.
2007). W skali atomowej btona komorko-
wa jest ukladem prawie nieskoiczonym w
dwoch wymiarach (otacza komorke, ktorej
Srednica jest o ~3 rzedy wielkoSci wieksza
niz grubos¢ btony). Komputerowe modele
blony zbudowane sa z relatywnie niewielkiej
liczby czasteczek lipidow (100-1000). Aby
zapewniC ciaglos¢ (,nieskonczonos¢”) ukla-
du stosuje sie dwu- lub tréjwymiarowe pe-
riodyczne warunki brzegowe (ang. periodic
boundary conditions, PBC). Dwuwymiarowa
periodycznos¢ jest odpowiedniejsza do mo-
delowania pojedynczej btony (dwuwarstwy),
jednakze stosowanie jej nastrecza trudnosSci
techniczne (uklad jest ,otwarty” wzdluz osi
z). Dlatego zazwyczaj stosuje si¢ trojwymiaro-
we PBC, co modeluje powszechnie uzywane
w badaniach eksperymentalnych blony wie-
lowarstwowe. Otrzymany uktad periodycz-
ny powstaje przez otoczenie podstawowe-
go ,pudetka symulacyjnego” jego replikami,
wiec analizie podlegaja jedynie czasteczki z
pudetka podstawowego.

Metoda symulacji dynamiki molekularnej
wymaga, oprocz dwoch definicji wymienio-
nych wyzej, wprowadzenia do ukladu ,gene-
ratora ruchu”, ktérym w omawianych mode-
lach jest rownanie ruchu opisujace druga za-
sade dynamiki Newtona. Dla kazdego atomu,
znajdujacego sie¢ w polu innych oddziatuja-
cych z nim atomOw, rozwiazywane jest roOw-
nanie ruchu dajace wielkoS¢ jego przesunie-
cia w danym kroku czasowym. Przesuniecie
atomu jest efektem dzialania wypadkowe;j sit
wynikajacych z oddzialywan miedzyatomo-
wych. Krok czasowy jest tak dobrany, by po-
prawnie ,probkowac” kazdy ruch w ukladzie.
Dlatego jego wielkoS¢ jest narzucona przez

najszybsze ruchy, tj. harmoniczne drgania
wiazann kowalencyjnych. Po wprowadzeniu
pewnych ograniczen, krok czasowy wynosi
najczesSciej 2 fs (EGBERTS i wspotaut. 1994).
Przed rozpoczeciem symulacji, oprocz struk-
tury poczatkowej uktadu, musimy okresli¢ po-
czatkowe predkoSci atomow. Mozna przyjac,
ze wszystkie poczatkowe predkoSci sa rowne
zero, lub tez losowo przypisac¢ je atomom z
rozktadu Maxwella-Boltzmanna dla zalozonej
temperatury poczatkowej ukladu (zazwyczaj
niskiej), przy czym catlkowity ped musi byc¢
rowny zero. Kolejne, iteracyjne, rozwiazanie
rownania Newtona dla kazdego atomu w ko-
lejnym kroku czasowym generuje zbior poto-
zeni atomow (a takze ich predkosci) w funk-
¢ji czasu, ktory nazywamy trajektoria uktadu.
Nalezy tu podkresli¢, ze trajektoria zawiera
niezwykle szczegotowa informacj¢ o ukltadzie
molekularnym, ktorej nie jesteSmy w stanie
otrzyma¢ w badaniach eksperymentalnych,
tj., potozenie kazdego atomu w wieloatomo-
wym ukladzie praktycznie w dowolnej chwi-
li (co 2 fs). W porownaniu do modelu eks-
perymentalnego, model komputerowych jest
jednak o wiele rzedow wielkoSci mniejszy —
zbudowany jest z kilkudziesieciu tysiecy do
miliona atomow. Liczba atomoéw w ukladzie
stanowi ograniczenie modelu — rzeczywisty
czas obliczen skaluje si¢ jak N-logN, gdzie N
jest liczba atomOw wystepujacych jawnie w
ukfadzie. Symulacja dynamiki molekularnej
generuje model dynamiczny ukladu moleku-
larnego, ktory jest w zasadzie wielkim zbio-
rem liczbowym. IloSciowej informacji o in-
teresujacym nas aspekcie zachowania uktadu
dostarcza dopiero odpowiednia analiza staty-
styczna tego zbioru (trajektorii). Otrzymane
w analizach wielkoSci charakteryzujace uktad,
czy poszczegolne jego fragmenty, mozna po-
rownac¢ z analogicznym wielkoSciami otrzy-
manymi eksperymentalnie, o ile istnieja — to
poréwnanie pozwala na weryfikacje modelu.
Pozytywna weryfikacja uwiarygodnia model,
ktorego gtownym atutem jest wskazywanie
podstawowych mechanizméw na poziomie
atomowym, ktore sa odpowiedzialne za ob-
serwowana eksperymentalnie procesy na po-
ziomie molekularnym.

WYNIKI

Omowienie wynikow, ktorych dostarczy-
ty badania uktadow blonowych metodami
modelowania molekularnego jest poza moz-
liwoSciami nawet bardzo obszernego artyku-

hu. Wiele z tych wynikow jest w zgodzie ze
znanymi wczesniej wynikami badan doswiad-
czalnych. Jednakze cze$S¢ z nich nie jest moz-
liwa (lub jest bardzo trudna) do otrzymania
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w badaniach obecnymi metodami ekspery-
mentalnymi — te wyniki nie byly wiec wcze-
Sniej znane.

Tym wynikom mozemy ufa¢ jedynie wte-
dy, gdy uklad zostal ,pozytywnie zweryfiko-
wany” wzgledem innych dostepnych danych
eksperymentalnych lub teoretycznych. Jedne
z takich wynikow zaprezentuj¢ tutaj. Dotycza
one udzialu czasteczek wody w strukturze
blony czysto-lipidowej (bez bialek czy pepty-
dow) oraz wplywie blony na wlasnosSci wody.
Woda odgrywa zasadnicza rol¢ w spontanicz-
nym tworzeniu sie dwuwarstwy lipidowej,
ale tez w utrzymaniu lokalnie odpowiednie;j
fazy liotropowej btony biologicznej, niezbed-
nej dla prawidlowego funkcjonowania ko-
morki. Obszar blony zajmowany zarOwno
przez glowy polarne lipidow jak i czasteczki
wody nazywany jest interfaza blona-woda.
Jak pokazuje rycina 2, woda przenika ob-
szar glow polarnych, jednakze praktycznie
nie wnika w hydrofobowy obszar tancuchow
weglowodorowych. Eksperymentalne badania
interfazy blona-woda sa bardzo trudne i frag-

mentaryczne, przede wszystkim ze wzgledu
na krotka skale czasowa dynamiki czasteczek
wody oraz oddziatywan lipid-woda, a takze
liczbe réznych grup chemicznych obecnych
w tym obszarze oraz ich dynamike.

Badania metodami symulacji dynamiki
molekularnej uwodnionych bton PC dostar-
czyly iloSciowych wynikow dotyczacych wia-
zan wodorowych miedzy czasteczkami wody
i grupami polarnymi PC (przede wszystkim
fosforanowymi i karbonylowymi); w tych
wiazaniach (PC.~-woda), grupy polarne PC sa
akceptorami, a czasteczki wody, donorami
wiazan wodorowych (PASENKIEWICZ-GIERULA
i wspotaut. 1997). Najwiecej wigzan wodoro-
wych z woda tworza ,koncowe” atomy tlenu
grupy fosforanowej — Srednio 2 wiazania/
atom tlenu (Ryc. 3), oraz atomy tlenu grup
karbonylowych — ponizej 1 wiazania/atom
tlenu. Srednio na czasteczka PC przypada 5-
6 wigzan wodorowych z woda. Badania eks-
perymentalne pozwalaja jedynie na oszaco-
wanie sumarycznej liczby silnie zwiazanych
czasteczek wody z czasteczka fosfatydylocho-

Ryc. 2. Dwuwarstwa lipidowa w fazie cieklokrystalicznej wygenerowana w symulacjach dynamiki

molekularne;j.

Glowy polarne sa reprezentowane przez grubsze czarne linie, lancuchy weglowodorowe przez ciensze szare

linie, a woda przez jasno-szare kule.
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Ryc. 3. Przyklady wiazan wodorowych (linie
przerywane) miedzy atomem tlenu grupy fos-
foranowej fosfolipidu i czasteczkami wody oraz
pomost wodny taczacy dwie czasteczki fosfoli-
pidu — jedna czasteczka wody jest jednoczeSnie
zwiazana wodorowo z atomami tlenu z dwoéch
grup fosforanowych.

liny w cieklokrystalicznej blonie; zaleznie od
metody, liczba ta wynosi 5 (NAGLE 1993) lub
8 (NAGLE i TRISTRAM-NAGLE 2000). Metoda sy-
mulacji dynamiki molekularnej mozliwe bylto
wykazanie, ze liczba zwiazanych wodorowo
czasteczek wody przez PC jest mniejsza od
liczby wiazan wodorowych PC.-woda (Pa-
SENKIEWICZ-GIERULA i wspoétaut. 1997, 1999).
Szczegotowa analiza oraz wizualizacja obsza-
ru interfazy wyraznie pokazaly, ze jedna cza-
steczka wody moze by¢ rownoczeSnie zwia-
zana wodorowo z dwoma czasteczkami PC,
tworzac tzw. miedzyczasteczkowy pomost
wodny (PC--woda--PC) (Ryc. 3). Pomosty
wodne tacza czasteczki PC w ,dynamiczna
sie¢”. Znaczy to, ze pomosty nieustannie po-
wstaja i zanikaja, przy zachowaniu Sredniej
ich liczby. W praktyce, co pewien czas kazda
czasteczka PC w blonie jest przez chwile ele-
mentem sieci. W tworzeniu sieci uczestniczg
tez inne stabe oddzialywania, m. in., bardzo
liczne oddzialywania miedzy dodatnio nata-
dowana grupa cholinowa jednej czasteczki
PC i ujemnie natadowana grupa fosforanowa
lub karbonylowa drugiej (pary ladunkowe)
(PASENKIEWICZ-GIERULA i wspotaut. 1999). Po-
mosty wodne wystepuja w strukturze krysta-
licznej btony PC (PEARSON i PASCHER 1979),
gdzie na czasteczke lipidu przypadaja 2 cza-
steczki wody, a takze w strukturach biatek;
rola tych wigzan jest stabilizacja struktury
przestrzennej. Czasy zycia pojedynczych wia-
zan PC.-woda i pomostow PC.-woda--PC w
blonie cieklokrystalicznej mozna pogrupo-
wacé w cztery klasy, cho¢ elementarnych pro-
cesow prowadzacych do zaniku tych oddzia-

lywan jest znacznie wiecej — kazdy z nich
moze miec¢ swoj charakterystyczny czas, nie
mniej nalezacy do jednej z czterech klas. W
obrebie kazdej klasy, czasy zycia PC.-woda i
PC.-woda--PC sa bardzo zblizone, jednak li-
czebnoSci pojedynczych wiazan i pomostow
sa rozne. W klasie dlugozyjacych oddziaty-
wan, zanikajacych z czasem ~500 ps, liczba
pomostow PC.-woda--PC jest dwukrotnie
wicksza (~20% wszystkich pomostow) niz
wiazan PC.-woda (~10% wszystkich wiazan),
a w klasie, w ktorej oddzialywania zanikaja
z czasem o rzad wielkoSci krotszym, ~30 ps,
zaleznoS¢ jest odwrotna (~25% pomostow i
~40% wigzan) (ROG i wspoétaut. 2009). Pomo-
sty wodne sa tylko chwilowo trwate, ale ich
liczba jest stala w czasie. Pozwala to przy-
puszczad, ze maja one wplyw na stabilizacje
struktury btony w stanie cieklokrystalicznym
w podobnym stopniu, jak to ma miejsce w
stanie krystalicznym. Stosunkowo krotki czas
zycia oddziatywan miedzy woda a PC wynika
z duzej ruchliwoSsci czasteczek wody, ktora i
tak jest spowolniona w poblizu btony. Najsil-
niej odczuwa wplyw blony woda z pierwszej
warstwy hydratacyjnej; ten wplyw maleje z
odlegloscia ale jest nadal znaczny w odlegto-
sci 7 A od powierzchni btony. Stata dyfuzji
lateralnej wody z pierwszej warstwy jest po-
nad 5-krotnie mniejsza niz wody ,swobod-
nej”. Co ciekawe, nie tylko dyfuzja wody w
poblizu, ale tez w dalszej odleglosci od btony
jest anizotropowa: jest szybsza rownolegle do
powierzchni niz do normalnej, podczas gdy
dyfuzja wody ,swobodnej” jest izotropowa
(ROG i wspotaut. 2002, MURZYN i wspotaut.
2000).

Z omowionych powyzej wynikow wyraz-
nie widac, ze stabilnoS¢ aktywnej biologicz-
nie cieklokrystalicznej lamelarnej matrycy
lipidowej wymaga obecnoSci wody; z ko-
lei, matryca ma istotny wplyw na wlasnosci
wody. Nasuwa sie jednak pytanie, jak zmie-
ni si¢ wzajemna relacja blona-woda, jesli za
wode (H,0) uwadniajaca blone podstawimy
wode ciezka (D,0). Pytanie to ma znaczenie
praktyczne, poniewaz D,O jest czesto uzy-
wanym rozpuszczalnikiem w badaniach eks-
perymentalnych bioczasteczek i ich uktadow
metodami NMR, rozproszenia neutronowego,
spektroskopii w podczerwieni i Ramana. Wy-
niki badan metodami symulacji dynamiki mo-
lekularnej (ROG i wspotaut. 2009) pokazuja,
iz wptyw D,0 na wilasnosci strukturalne blo-
ny jest wyrazny cho¢ stosunkowo niewielki
— D,O powoduje, ze blona zmniejsza swo-
ja powierzchni¢ i staje si¢ bardzie zwarta,
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tak jak to obserwowano dla biatek (CIONI i
STRAMBINI 2002); mozna wiec przypuszczac,
ze staje sie mniej elastyczna. Istotnej zmia-
nie ulegaja natomiast procesy zachodzace w
czasie, w ktorych uczestnicza czasteczki D,O.
Chemicznie, woda niewiele sie rozni od ciez-
kiej wody, jednakze wiazania wodorowe w
czystej D,O s3 trwalsze niz w H,O, efektem
tego jest wolniejsza dyfuzja wiasna D,O; sta-
te dyfuzji, wyznaczone eksperymentalnie dla
czystej D,O i H,O s3 odpowiednio: 3.54x107
i 4.46x107° cm?/s (WOOLF 1976). Wplyw blo-
ny na dyfuzje D,O jest wickszy niz na H,O
(ROG i wspotaut. 2009); state dyfuzji wyzna-
czone w badaniach symulacyjnych dla D,O i
H,0 s3 odpowiednio: 1.48x107 i 2.58x107
cm’/s. To wieksze ,spowolnienie” D,O niz
H,O przez blone wynika z trwalszych wigzan
wodorowych miedzy D,O a PC. Czasy zycia

wigzan PC--D,0 s3 dwukrotnie dluzsze niz
wigzan PC--H,O; czas zycia dlugozyjacej skla-
dowej wynosi "1 ns. D,O, podobnie jak H,O,
tworzy pomosty wodne miedzy czasteczkami
PC (PC--D,0--PC) — ich czasy zycia s3 rOw-
niez okoto 2-krotnie dluzsze niz w przypad-
ku (PC--H,0--PC).

Przedstawione wyniki badan interfazy
blona-woda metodami modelowania moleku-
larnego wskazuja, ze ciezka woda ma wplyw
na wlasnosci btony, co oznacza, ze badania
eksperymentalne ukladow blonowych i in-
nych uktadéow molekularnych w ciezkiej wo-
dzie moga da¢ wyniki r6zne od otrzymanych
dla ,zwyktej” wody.

Podzickowania. Sktadam podzickowanie
panu Krzysztofowi Baczynskiemu za pomoc
w przygotowaniu rysunkOw do pracy.

MOLECULAR MODELING STUDIES OF MEMBRANE SYSTEMS

Summary

Biological membranes enclose every cell (plasma
membrane) and some intracellular organelles (inter-
nal membranes). The main structural element of a bi-
ological membrane is a liquid-crystalline lipid bilayer.
Experimental studies of lipid bilayers are difficult to
carry out and to interpret because of their structural
disorder and superposition of motions occurring in
different time scales. Besides, due to limited spatial
and time resolutions, they provide only an averaged
behaviour of the molecules in the bilayer. Detailed
information about the dynamical structure and time
scales of events in the membrane can be obtained us-
ing molecular dynamics (MD) simulation methods. Al-
though MD simulation is, in principle, characterized
by an atomic resolution and time resolution in the
femtosecond time scale in principle, the total simula-
tion time is limited at present to several hundred na-
noseconds. So, the method allows observation of the
processes up to the 1077 s time scale.

MD simulation studies of hydrated lipid bilay-
ers have shown that at the membrane/water inter-
face there are numerous but shortlived hydrogen
(H-) bonds between lipid headgroups and water
molecules as well as an extended network of inter-
lipid links via water molecules that are simultane-
ously H-bonded to two lipid molecules, i.e., so called
water bridges. Exchange of H,O by D,O affects the
time-averaged properties of the PC bilayer to some
extent. When the bilayer is hydrated by D,O it be-
comes more compact than in the case of H,O. This
can be assigned to the more stable H-bonds between
PC and D,O than H,O and, particularly, to the more
stable network of D,0O water bridges compared with
the H,O ones. In effect, the self-diffusion coefficient
of D,0 averaged over all water molecules in the bi-
layer is almost twice smaller than that of H,0O and
~2.5 times smaller than in pure D,0 (~1.7 in the
case of H,0).
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