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Vands pakning
omkring biomolekyler

Vands struktur omkring pepftider og starre proteiner spiller en
afggrende rolle for deres biologiske funktion. Derfor er det vigtigt at
undersgge, hvad der ggr vand sd specielt for biologiske processer.

Af Michael Bache og Henrik Bohr,
CERE, Institut for Kemiteknik, DTU

Der er i de seneste ar fremkommet
mange nye teorier for vand i veskefasen
blandt to forskellige densiteter af vand,
og vand med to forskellige kiraliter i
hydrogenmolekylets kernespin. Det
centrale er dynamikken i hydrogenbin-
dingen. Hydrogenbindingen er svagere
end en kovalent binding, men skifter
vesentligt hurtigere med 100 milliarder
gange per sekund i gennemsnit. Dette er
formentlig grundlaget for, at vand har en
afggrende betydning for biomolekylers
funktion i biologiske processer, hvor
vand har egenskaber, som ingen anden
solvent ville kunne udfylde. Disse egen-
skaber inkluderer en frossen isfase med
lavere teethed, meget stor varmefylde,
hgj oplgselighed, hgj dielektricitets-
konstant, stor lydbglgeudbredelse, stor
diffusion mv. Disse egenskaber er alle
vigtige for liv pa vores planet.

Hydrogenbindingsnetveerk

I fast form har vand omkring 20 forskel-
lige krystallinske strukturer. Ogsa i
flydende form kan hydrogenbindingen
skabe en flygtig lokal molekylestruktur.
Denne molekylestruktur kan antage
forskellige former, herunder en tetrahe-
dra pyramidestruktur og en hexagonal

struktur. Der er endvidere spekulationer
om stgrre semistabile ansamlinger af
vandmolekyler (figur 1).

Tetrahedra klyngestrukturen er en
ud af mange mader, som vandmoleky-
lerne kan vare organiseret i. En anden
organisering af vand er den hexagonale
struktur. Disse klynger er igen bundet
sammen i stgrre sammenhangende
strukturer ved hjelp af hydrogenbin-
dinger. I veskefasen er det mere uklart,
om vand antager globale strukturer,
end det er i isfasen, men lokalt er vand
domineret af tetrahedra strukturer, hvor
et vandmolekyle er hydrogenbundet til
fire nabomolekyler, og hvor udartnin-
gen er bestemt af hydrogenbindings-
styrken. Denne styrke er nasten linezert
relateret til elektrontetheden omkring
hydrogenbindingen.

Der er forskellige teorier om vands
hydrogenbindinger i den lokale struk-
tur i veeskefasen. Den g@ngse teori er,
at vandmolekyler er bundet til de fire
nermeste nabovandmolekyler med lige
steerke h-bindinger, to donorbindinger
og to modtagerbindinger i en tetrago-
nal struktur. En anden teori beskriver
en mere filamentagtig struktur, hvor
hvert vandmolekyle kun kan danne to
steerke hydrogenbindinger, nemlig en
donorbinding og en modtagerbinding
til andre omkringvaerende vandmole-
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kyler, hvilket resulterer i en mere li-
neer struktur. For at afggre den lokale
struktur, kan man forsgge at finde det
gennemsnitlige antal hydrogenbindin-
ger per vandmolekyle i en vandmo-
lekylegruppe. Det er imidlertid ikke
nemt at undersgge eksperimentelt, da
hydrogenbindinger dannes og brydes
op til 100 milliarder gange i sekundet.
Men man kan lave en molekylar dyna-
mik-simulering af den lokale struktur
for vand i vaskefasen, og den viser,

at i den gennemsnitlige lokale struk-
tur er tetrahedra-formen ret udbredt,
og antallet af hydrogenbindinger per
vandmolekyle ligger mellem to og fire,
med henholdsvis to sterke og to svage
hydrogenbindinger. Det faktum, at der
er to svage hydrogenbindinger, giver
vand den typiske fleksibilitet og samti-
dig mulighed for elektrisk ledning [1].

To densiteter af vand

Siden opdagelsen af rgntgen blev gjort
af Wilhelm Rgntgen, er der spekuleret
pa tilstedeveerelsen af to forskellige den-
siteter af vand i vaeskefasen. I de sidste
to artier har eksperimenter pa under-
afkglet vand med kraftig femtosekund
rgntgenspektroskopi fastslaet, at der er
to lokale molekylere densitetsfaser i
flydende vand med 20 procent forskelle i
densitet. Dette er senest efterprgvet ved

® @
® ¢ e & “
¢
o 93 4
3 ¢y by
oy .

Figur 1. Venstre: Foresl&et tetrahedra molekylestruktur af vand. Midt: Iskrystaller fra en grotte. Hgjre: Hexagonal molekylestruktur af vand

(Wikipedia).
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Figur 2. Ortho (venstre), para (hgjre) kerne spin

Figur 3. Vand omkring lysozyme-proteinet.
Det primcere protein hydreringslag (1) og
det sekundcere lag (2) med to forskellige
di-elekiricitets konstanter e1 og €2, og s&
et lag med frie vandmolekyler (B) [12]

almindelig n@rinfrargd spektroskopi af
vand ved stuetemperatur, og resultaterne
indikerer, at det er sandsynligt, at vand
ved stuetemperatur faktisk ogsa bestér
af to typer af vaske, der fluktuerer i
pakning og densitet. Det er stadig uvist,
hvad dette betyder for biomolekyler, men
idet biologien er udviklet fra det flydende
vand, ma man formode, at den er i stand
til at udnytte denne lokale molekylare
densitetsforskel [2,3,4].

Ortho/para kernespin
isomere i vandmolekylet

Vand kan findes i to spin isomere pa
grund af hydrogenkerners kernespin,
svarende til spin-parring af de to hy-
drogenprotoner i hvert vandmolekyle.
Sadvanligvis er vandmolekylets sym-
metri bestemt ud fra dets elektroniske
bindingsstruktur (se figur 2).

Den symmetri, der er tale om her, gal-
der kernespin for brintatomerne i vand, og
den skyldes primert, at den samlede bgl-
gefunktion for de to kernespin i hydrogen
skal veere anti-symmetrisk ifglge kendte
spin-/statistikregler. Det medfgrer, at en
lige funktion af spinkombinationer (op-
op, ned-ned, op-ned + ned-op) multiplice-
res med en anti-symmetrisk angulert-mo-
ment bglgefunktion, som giver total spin 1
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(ortho-tilstand) og et magnetisk kvantetal
m=1 eller 0 (figur 2). Omvendt medfgrer
en ulige funktion af spinkombinationen
(op-ned - ned-op), der multipliceres med
en symmetrisk angulert-moment bglge-
funktion, et total spin pa 0 (para-tilstand)
og et magnetisk kvantetal m=0.

Som set 1 antal af spinkonfigurationer,
er der tre gange sd mange ortho-tilstande
(75 procent) som para-tilstande (25 pro-
cent). Ortho-tilstanden kan pavirkes af et
magnetisk felt (for m=1 tilstand), mens
para-tilstanden er n@sten upavirkelig af
et magnetisk felt. Derfor er der udviklet
en teknik til at separere de to kernespin-
tilstande. Det kan ggres ved en magne-
tisk hexapol-fokusering, der separerer
m=1 tilstandene fra m=0 tilstandene [2].

Der kan komme interessante anven-
delser ud af sddan en separation. Det
er blandt andet vist, at reaktionskinetik
for diazenylium ioner (N2H+) proces-
sen forlgber 23 procent hurtigere med
vand i para-tilstanden end i ortho-
tilstanden, hvilket kan forklares ved, at
ortho-tilstanden spinner hurtigere end
para-tilstanden og dermed nedszatter
reaktionsmuligheden for vand i ortho-
tilstanden [5,6,7].

Kernespin relaksation i vand
Den vigtige kommunikation i vandet
omkring et biomolekyle er blandt andet
styret af protonkernernes spin-mag-
netiske dipolmomenter og dermed af
hydrogenbindinger og hydrogen netverk.
@nsker man at studere dette, kan man
bruge kernemagnetisk resonans (NMR)
til at undersgge de forskellige vandlag
omkring biomolekylet. Her vil spin-
gitter magnetisk relaksationstid (Ty) af
hydrogenkernen i vandet omkring et
stort biomolekyle indikere, hvor kraftigt
vandet er bundet til proteinet [8].

Man kan saledes dele vandet op i sek-
tioner omkring proteinet som 1. sektionen
med bundet, begravet vand ved proteinet i
op til 10 Angstrgm med relaksationstider
af ordenen Ty =2 x 1025, 2. sektionen
med overfladevand med relaksationstider
af ordenen Ty = 1.5 x 10?5 og fri vand
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som “bulk” med Ty=4 x 108s, (se figur
3). Dette viser, at vandet, bundet af det
undersggte biomolekyle, har en mere
fastlast dynamik set i spin-magnetiske
relaksationstider, der rekker flere nano-
meter vek fra biomolekylet [8].

Tunneleringseffekter

i vandmolekyler

Ved tunneleringseffekter fglger et atom
ikke de gangse atomistiske beregnin-
ger, men er i stand til at "hoppe over”
de beregnede energibarrierer. Hvis man
binder seks hexagonalt orienterede vand-
molekyler i en Beryl-krystal, kan man
observere, at vandet har delokaliserede
protoner. Denne viden er vasentlig for
forstaelsen af vand indesluttet i protei-
ner. Tunneleffekten af vands protoner
kan séledes have en afggrende effekt i
vand omkring og i et protein og i enzy-
matiske processer [8,9,10].

Pakning af vandmolekyler
omkring biomolekyler
Vandmolekylers pakning omkring
peptider og proteiner har stor betyd-
ning for disses biologiske funktion. Et
godt eksempel er peptider med smer-
tedempende egenskaber som opiat
peptider. For nogle ar tilbage blev der
isoleret diverse peptider fra huden
af en giftig grgn frg (Phyllomedusa)
fra Amazonjunglen i Sydamerika. Af
disse peptider udviser dermorphin
stor selektivitet overfor my(u) opioid-
receptoren. I dermorphin er et enkelt
hgjrehéndet alanin aminosyre (D),
substitueret i stedet for den s&dvanlige
venstrehandede alanin (L) som num-
mer to i sekvensen af syv aminosyrer
i et kort opiat peptid for my(u)-opioid
receptoren (figur 4). Kun D-alanin
dermorphin har en 30-50 kraftigere
virkning end almindelig morfin, mens
L-alanin derimod ingen virkning har
pa my(u)-receptoren.

Normalt skyldes disse forskelle, at
de to kirale versioner har en forskellig
3-dimensional struktur, der umuligggr
docking af den ene analog pa my(u)-
receptoren. I dermorphin-tilfeldet er
docking-mekanismen ikke forstaet. Vi
var derfor interesserede i at undersgge,
om vands pakning omkring peptidet
kunne spille en rolle. Derfor undersggte
vi, om infrargd spektroskopi kunne
belyse forskellen mellem D og -alanin
dermorfin. Her er det dog meget svert at
skelne kirale strukturer fra hinanden, da
der er tale om spejlsymmetri, hvor ens
atomer har byttet plads som i tilfeldet
med hgjre- og venstrehdndede amino-
syrer. Det er muligt at vise strukturfor-
skelle ved hjelp af polariseret lys eller,
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Figur 4. De to former af dermorphin morfin analog. Venstre: D- alanin dermorphin, hgjre:

L-alanin dermorphin.
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Figur 5. Absorption af infrargd stréling of to forskellige chirale dermorphin peptider i tungt
vand. Forskellen ses kun, nér dermorphin peptidet er oplast i vand (averst) og ikke andre

oplgsningsmidler (nederst).

som her, at oplgse peptidet i vaeesker med
forskellig polaritet, dvs. vasker med
forskellig dielektricitetskonstant, som
peptidet er omgivet af.

I gverste del af figur 5 er vist den
@ndrede absorption af hgjre og venstre
enantiomere i de forskellige vasker. Her
undersgges absorptionen for henholdsvis
vand og kloroform. Kun vand udviser en
stor forskel mellem venstre- og hgjre-
isomere, som derfor giver et fingerpeg
om forskellen i binding til opiat recepto-
ren, idet vand er mediet (solventen) i den
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ekstracellulere interaktion. For normale,
venstrehandede aminosyrer vil sideke-
derne stikke ud alternerende med hver
anden til den modsatte side. Nar en hgjre
aminosyre optrader, gar den pagaldende
aminosyre til samme side, og det skaber
sa en lokal “pukkel”, hvor de tre ami-
nosyrer ligger til samme side og binder
derved vand (se figur 4). Dette forklarer
nok ikke hele forskellen mellem D- og
L-alanin dermorphin-aktivitet, men en
undersggelse af vandets pakning om-
kring peptidet er et skridt nermere [11].

Vands rolle i biologien
Vandmolekylet har en symmetri klasse,
der er udledt af spejl- og rotations-
symmetrien. Det har stor betydning
for dens atomare geometri og dens
IR, NIR, X-ray og Raman spektrum.
Disse spektre giver vasentlige in-
formationer om vandmolekylet, men
det giver ikke information om hydro-
genbindingers kollektive fanomener
eller en eventuel effekt fra vands
hydrogenbindingsnetvark.

Der er lavet teorier om, hvordan
kommunikation mellem biomolekyler
kan forega ved hjalp af hydrogenbin-
dinger. Disse er meget dynamiske og
kan @ndres i tid ved at “teendes” og
“slukkes” omkring et kompleks. De kan
ogsa induceres ved elektriske felter og
ved elektromagnetiske bglger. Kol-
lektive koordinater kan beskrive den
asymmetri, som en sddan induktion
skaber. En Markov-proces kan beskrive
en saidan kommunikationsbglge. Ved
ligand-receptor systemet, kan det vaere
vasentligt med en kommunikation i
vand for at lede liganden, for eksempel
et peptid hen imod dens tilhgrende
receptor-molekyle [12,13].

Idet hydrogenbindingen er relativ
svag (cirka 23 kcal mol-1) og kortlivet
(cirkalO pico-sekunder) er der betyde-
lige tekniske udfordringer i at kort-
legge deres dynamik og deres subtile
indbyrdes netvark. Kovalente bindinger
er velbeskrevet i kvantemekanik, men
udfordringen ved simulering af hydro-
genbindingen er, at det beregnes som
mange-legeme-teori med feedback-
effekter og derfor er omkostningsfuld i
molekylerdynamiske beregninger.

I spektroskopi er det ogsé svert at
skelne hydrogenbindingssignalet fra
biomolekylers noget kraftigere kova-
lente og ion-bindinger. Det seneste arti
har dog budt pa fremskridt takket vaere
bedre gallium arsenid-baserede detek-
torer, og idet der er kommet mere fokus
pa vands rolle. Vand betragtes nu mere
som en aktiv medspiller i biomolekylers
funktion snarere end blot et oplgsnings-
middel. Hvis det fremover fastlegges,
at de svage hydrogenbindinger danner
et dynamisk netverk omkring biomo-
lekyler, ville det udvide den nuvarende
strukturelle analyse med en analyse af
vandets dynamik omkring biomole-
kylet. Dette kan meget vel vise sig at
vare en vesentlig viden inden for me-
dico-, kemi- og bioteknologibranchen.
[14,15,16].
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