Biofysik - livets molekyler, biologiska membraner

och molekylara maskiner

Peter Brzezinski, Stockholms universitet.

Vad hander nar en ljusfoton traffar ett gront blad? Hur
omvandlas ljusenergin till en energiform anvandbar for
vaxtens livsprocesser? Hur kontrollerar en levande cell
forbranning av foda med hjalp av luftens syre?

Detta ar nagra frdgor som biofysiker kan forsoka
besvara. Att exakt definiera amnesomréadet biofysik
ar svéart. Biofysiker arbetar pd manga olika nivaer,
frdn enskilda molekyler till hela organ i levande or-
ganismer, vilket klart framgar om man tittar pa vilken
bakgrund medlemmar i “American Biophysical So-
ciety” har. Bland dessa kan namnas biokemister,
molekylarbiologer, fysiker, cellbiologer, fysiologer,
fysikaliska kemister m.fl. Att ta upp exempel frén alla
dessa omraden skulle krava alltfor mycket utrymme.
Jag skall darfor i denna artikel koncentrera mig pa det
amnesomrade som jag sjalv ndrmast identifierar med
bendmningen biofysik - problemstéallningar associer-
ade meclforstaelse av biologiska processer ochfenomen
pa molekylar niva i termer avfysikaliska mekanismer.

Figur 1. Ett flak av elektraer (tec fidn forbraming av
fok) drivear pumpniing av protoner over en biologiskmem-
ren. Koncentratiasgradienten drnerbillchingav ATP fidn
ADP iATPaset.

Sjalv studerade jag teknisk fysik vid Chalmers
tekniska hogskola och doktorerade sedan i fysik,
aven om sjalva forskningsprojektet utfordes vid en
biokemi/biofysikinstitution. Utan ett intimt samar-
bete med biokemister ar det lonlost for en fysiker
att bedriva forskning i biofysik, framforallt darfor att
forutsédbningen for framgéangsrika studier ar tillgangen
pa rena, valdefinierade biologiska preparat. dvs kun-
skaper om reningsmetoder och metoder att karak-
terisera biologiska prover behovs. Dessutom maste
man pa ett kontrollerat specifikt satt kunna modi-
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fiera biologiska molekyler for att undersoka deras
struktur-funktionsrelation. 1 min forskargrupp arbe-
tar doktorander och postdoktorer med bakgrund fran
kemi, fysik och molekyléarbiologi. Vi anvander dagli-
gen bade fysikaliska tekniker sdsom t.ex. tidsupplost
optisk spektroskopi i kombination med ultrasnabba
blandningstekniker for att studera laserblixtinducer-
ade elektron- och protonoverforingsreaktioner, och
biokemiska tekniker sdsom t.ex. molekylarbiologi for
att modifiera enskilda byggstenar i proteiner.

Bioenergetik och biologiska membraner

Specieilt arbetar vi med bioenergetik, dvs
fragestallningar rorande omvandling av olika energi-
former i biologiska system. Sadana processer foljer
en generell princip i alla levande organismer pé jor-
den. Denna princip formulerades av Peter Mitchell
som den sk. kemiosmotiska teorin (Nobelpris 1978)
och bygger pé att proteiner (enzymer), bundna i biolo-
giska membraner inne i den levande cellen, anvander ett
flode av elektroner till att skapa en koncentrationsgra-
dient av vétejoner over membranen. Vatejongradienten
kan liknas vid ett “uppladdat batteri” vars energi driver
produktionen av adenosintrifosfat (ATP), en energirik
molekyl som kan anvandas for manga livsprocesser och
utgor den universella “energivalutan” (se fig. 1). Hos
fotosyntetiserande organismer drivs elektronflodet med
hjalp av solljus, medan den hos andra organismer drivs
via forbranning av foda t.ex. med hjalp av luftens syre
(cellandning).

Fotosyntes

Karakteristiskt for fotosyntetiserande organismer ar
att dessa kan ta tillvara solens ljusenergi och binda
den i kemiska foreningar som ar stabila (t.ex. socker).
Infangningen av fotoner sker i sk. reaktionscentra,
som &r membranbundna proteiner, och resulterar i att
en klorofyllmolekyl avger en elektron, som overfors
mycket snabbt (< 10-7 s) frén ena till andra sidan
av reaktionscentrumet. Resultatet ar en laddningssep-
aration - en positiv laddning pa en sida av reaktion-
scentrumet och en negativ pd den andra. Systemet har-
en verkningsgrad som ar nara 100 %. dvs varje foton
som fangas in ger upphov till en laddningsseparation.
Denna laddningsseparation driver sedan pumpning av
protoner fran ena till andra sidan membranen (jfr fig. 1).
Forstaelse av hur dessa biologiska “fotoceller” &r upp-
byggda och fungerar forvantas ge oss mojligheter att
konstruera mer effektiva artificiella system for energi-
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omvandling. Vi har nyligen konstruerat en biologisk
“fotocell” med hjalp av reaktionscentra adsorberade till
en modifierad guld eller Teflonyta (hg. 2). Denna cell
levererar en liten spanningséndring vid belysning [1,2].

Figur 2. Berimentugpestalining for natningar av
lecthirgsforflytinirogar over biolagiska menbraner. T.ex
fotosntetida reskticsoatra SAtts in i en menbran, som
sattsfestpd en yia. Belysning resulterar ien S8ming, som
kan méitas overelektrocena. Noteraattbilden inear idala
(eflafilnen och protein-rerran-lagret &6 run respek-
tie5nm ada, relacllendrs cm k) [

Respiration

Andra organismer, som sjalva inte kan anvanda solljuset
direkt utnyttjar for sina livsprocesser den energi som
ar “bunden” i t.ex. socker. Nar socker forbranns rea-
gerar det med syret i luften varvid varme frigors. |
levande organismer maste denna forbranning ske under
kontrollerade former s att energin inte biir till varme
utan omvandlas till en form som kan anvandas av or-
ganismen. Hos flercelliga organismer sker denna om-
vandling inne i cellens mitokondrier i den sk. elek-
trontransportkedjan.  Har driver en strom av elek-
troner, som harror fran nedbrytning av foda (redu-
cerande foreningar), en strom av protoner over mem-
branen (jfr fig. 1). Den slutliga reaktionen med syre i
denna kedja sker i ett enzym som heter cytokromoxi-
das (fig. 3) [3-5], Det bor pépekas att drygt 90 % av
det syre som forbrukas av levande organismer pa jor-
den forbrdnns av just cytokromoxidas. Enzymet ar en
“molekylar maskin”, som anvander energin fran reak-
tionen

A<T + 4H++ 02-* 2H20

till att pumpa protoner frdn ena till andra sidan av mem-
branen. Ett av vara huvudprojekt syftar till att kartlagga
kopplingen mellan elektron- och protontransporten i cy-
tokromoxidas [5-7].
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Syntes av ATP

Syntesen av ATP sker i det s& kallade ATP-syntetaset
(ATPas) [8]. Proteinet bestar av ett stort antal suben-
heter som bygger upp tvd huvudstrukturer vilka bil-
dar tva funktionella enheter, Fo och F\ (fig. 4). Den
forsta ar ett transmembrant protein som innehéller en
protonkanal som leder fran ena till andra sidan mem-
branen. Den andra delen (Fi) bestér av en ca. 80 A hog
ringformad struktur av sammanlagd sex enheter som
sitter bundna till varandra som klyftoma i en apelsin
(3a- och 3y8- enheter). | nedre delen av denna struktur
finns en ca. 50 A l&ng “axel” (y). som sitter forankrad
i F\. Bestdmningen av Fi-enhetens struktur, samt ut-
forskning av ATPasets funktion belonades med forréd
arets Nobelpris i kemi. ADP och fosfat (F,) binds till
speciella bindningssateni F\ dar det modifieras till ATP,
varefter denna produkt frisatts. Energin for omvandlin-
gen av ADP till ATP tillfors genom strukturdndringar
(“mekanisk energi”) i bindningsséatena. Vi vet idag att
dessa strukturdndringar sker genom att den “axel” (y)
som ar ansluten till F\ roterar. Den kan liknas vid en
molekylar kamaxel, som formedlar den fria energin fran
protonflodet genom FO till konformationsandringar i
F\. Sjalva 7)-enhctcn sitter forankrad pd membrany-
tan (se b fig. 4). Rotationen demonstrerades nyligen
elegant av en japansk grupp (fig. 5) [9]. De utnyttjade
det faktum att ATPaset, som normalt omvandlar en pro-
tongradient till ATP, &ven kan fungera “at andra hallet”,
dvs tillsats av ATP resulterar i pumpning av protoner.
De satte fast F\ uppochner pé en yta, dvs y-axeln stack
uppat (fig. 5). Pa axeln satte de fast en mycket lang flu-
orescerande fiber. Tillsats av ATP resulterade i rotation
av fibem, vilket kunde filmas med en videokamera - en
molekylar maskin.

Hur fas d& axeln att rotera, dvs hur driver en proton-
gradient produktionen av ATP? Den exakta mekanis-
men &r inte k&nd idag, men en mycket trolig och intres-
sant modeil har formulerats [10] (fig. 6). Den del av ax-
eln som sitter forankrad i FO har 12 protonerbara grup-
per ordnade i en ring. Dessa kan vara antingen oladdade
(H) eller negativt laddade (-):

COO~ +H+40 COOH.

Miljon i/runt den membranbundna FO &r huvudsakli-
gen hydrofob, vilket gor att COOH formen ar mer stabil
dar. Den del av FO som innehéller protonkanalen (a) ar
dock mer hydrofil (polar) vilket gor att COO formen
ar mer stabil dar. Den del av axeln som ar i kontakt
med den hydrofila modulen dar denna &r i kontakt med
den hogre protonkoncentrationen (a/7) kommer att vara
mer protonerad an den del som &r i kontakt med den
lagre protonkoncentrationen (a/). Eftersom den proton-
erade formen inte “trivs” i den hydrofila delen (och den
oprotonerade (laddade) formen inte “trivs” i den hydro-
foba delen), kommer axeln att flyttas i pilens riktning.
Med andra ord kommer gruppen vid a/, att protoneras,
axeln ror sig ett steg medurs, samtidigt som gruppen
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vid a/ avger sin proton. P& detta satt anvands en pro-
tongradient till att generera en rotation av axeln - en
entropidriven motor.

Figur 3. En schematisk bild av oytokranoxides frén mi-
tkodrie (fdn kihjart). En ellektron fidn etthvattenioslige
[rotein, cytokran ¢ @ med pa bilda), som binder rera
Cu” oerforstill Cu” .Elektronen ghr sedan viclre tillhem
a ochhema-ricwg, darsyre birds och recLceras il vatim,
santidigt som protorer 185 upp genom A protonvégar ©
och K). Ererglnfranfuh'anlrgm driverdessutom pump-
ning av protorer fidn ena till andra sicen merbranen.. Det
a inke kant var protorerma kommer Uk Den stredecke -
Jen irdikerar membranens position. Billden argjord av M.
Karpefors (rodiffierad fidn [B)).

Schematisk strikiur for Fj Fq -AlPaset.
Fo-subenheten ar membranbunden.  Strkturen for Fj
bestirmdes nyligen med hjalp av tgekristalkgah.
Bilden & fdn [B]-
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Actin filament

W. Junge. H. Lill &S. Bngelbrech!
“ T1BS 22, 420 - 423 (1997)

Figur 5. Direkt dsenationav rotatin iATPaset [9], Fi
sﬁie;féstpamytauqnd’rer En flloresarate fir

(annﬁlaret’)aifsﬁstpay—aherfelm E 9.
Tillsatsav ATP reulterack 1 rotatianav fil

Figur 6. Forslag pAmoceil far ATPasets fuktian. En pro-
tonstramgenom £ driveren rolatianhos y-suberheten (&
g 4), et menbranen.

Slutord

Den molekyléra bioenergetikforskningen befinner sig
just nu i en mycket spannande och expansiv fas. Tack
vare utveckling av nya metoder har det pd senare ar
blivit mojligt att i detalj bestdimma strukturen for en-
zymer som spelar en central roli i energiomvandlin-
gen.  Samtidigt har utvecklingen av biofysikaliska
tekniker, teoretiska modeller t.ex. for elektron och
protonoverforingsreaktioner i biologiska system samt
moderna biokemiska metoder gjort det mojligt att borja
kartldgga mekanismer i detalj for funktionen av dessa
enzymer.
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Virksomhedsbesgg hos Briiel & Kjeer Medical, dyre-
reekkernes opstaen samt generalforsamling

Selskabet for Naturleerens Udbredelse har den 10.
februar arrangeret et foredrag, hvor lektor Jens Mar-
tin Knudsen fortalte om jagten pd liv udenfor Jorden,
og den 3. marts fortalte lektor Minik Rosing om livets
tidligste historie her pa Jorden.

Det neste arrangement bliver et virksomhedsbesgg
hos Briiel & Kjer Medical, som afholdes onsdag den
24. marts 1999. Narmere oplysninger om dette ar-
rangement kan fas hos Bente Egaa, tIf. 35 87 88 04 eller
e-mail Bente.Egaa@uni-c.dk.

Desuden afholder Selskabet et foredrag ved pro-
fessor Reinhardt Mgbjerg Kristensen fra Zoologisk
Mussum med titlen:

Opstod alle kendte dyreraekker i Preekambrium
eller Kambrium?”

Foredraget holdes pd Geologisk Muszum onsdag
den 21. april 1999 kl. 19.30. Efter foredraget er der
generalforsamling.

Indmeldelse i Selskabet kan ske ved at benytte
kuponen pa side 31 i dette nummer af Kvant.

Nyt fraSNU
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