Molekylare motorer: Sma systemer langt fra ligevaegt
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Inden i vores kroppe opererer de sakaldte molekylere motorer langt fra termodynamisk ligevaegt, hvor deres
opfarsel pa grund af deres lille stgrrelse ultimativt er bestemt af termiske fluktuationer. Helt ny fysik er ngdvendig
for i detaljer at studere energiprocesser i disse sma biologiske maskiner.

Indledning

En lang rakke biologiske systemer, der udfgrer vigtige
opgaver inden i kroppen som fx kopiering af DNA
og transport af molekyler inden i cellen, hgrer til i
kategorien af sma systemer, der opererer langt vek fra
ligevaegt. Motivationen for at studere disse systemer
har derfor ikke manglet, men det er fgrst for 20 ar
siden, da teknologiske landvindinger gjorde det muligt,
at studere de sma systemer eksperimentelt, at forsk-
ningen i ikke-ligeveegtstermodynamik af sma systemer
for alvor tog fart. En serlig klasse smé systemer er de
sakaldte molekylare motorer. Vi vil se pa, hvad de er for
nogle stgrrelser, og vise hvordan nye resultater indenfor
ikke-ligevaegtstermodynamik kan bruges til at studere
energiprocesser i disse biologiske motorer.

Molekylzere motorer

Molekylere motorer er fellesbetegnelsen for biologi-
ske komplekser, der opererer ved at omdanne kemisk
energi, som oftest ved hydrolyse, til brugbart mekanisk
arbejde. Hydrolyse er en kemisk reaktion, hvor et or-
ganisk molekyle, dvs. et kemisk stof, der indeholder
kulstofatomer, bliver spaltet til to organiske molekyler
under vandoptagelse. Disse molekylere maskiner udfg-
rer et utal af forskellige opgaver i cellen sdsom transport
af store molekyler, reparation af DNA eller kopiering
af DNA og RNA. RNA bestar ligesom DNA af kaeder
af nukleotider, og har forskellige funktioner i cellen.
En slags RNA bruges til at transportere aminosyrer
hen til ribosomerne, cellens proteinfabrikker, under den
naturlige proteinsyntese, mens en anden slags RNA
er et midlertidigt budbringermolekyle, der bringer en
génsekvens lagret i DNA ud til cellens cytoplasma, hvor
sekvensen oversettes til protein.

Et af de mere kendte eksempler pa en molekyler
motor er kinesin-motoren (se figur 1), der netop trans-
porterer stgrre livsngdvendige molekyler rundt i cellen,
idet disse er for store til selv at diffundere til deres desti-
nationer, dvs. at na frem pa egen hand i deres tilfeeldige
vandring rundt i cellen. Disse mokyler kunne fx vare
vesikler, der er en slags beholdere, som cellen bruger
til at lagre, transportere eller fordgje diverse materialer.
Kinesin-motoren bruges ogsa til at transportere stgrre
organeller, dvs. strukturer i cellen, der er omgivet af en
membran, og som spiller en rolle i cellens stofskifte.
Et eksempel herpa er de sakaldte mitokondrier, der er
cellens energifabrikker. Motoren bevager sig langs de
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sakaldte mikrotubuli, der har form af sma rgr opbygget
af proteinet tubulin med en diameter pa ca. 24 nm,
hvorimod lengden kan variere fra et par mikrometer
helt op til en millimeter. Selve motoren bestar af to
hoveder, der via en stilk er forbundet til halen, hvorpa
molekylet, der skal transporteres, er fastgjort. Denne
motor er drevet af den frigjorte energi i hydrolysen
af ATP (adenosintrifosfat), som er cellens primare
brandstof. Reaktionsskemaet for processen kan skrives

ATP + HyO — ADP + P;, (1)

hvor produkterne er ADP (adenosindifosfat) og fosfat,
P;. Motoren hydrolyserer ét ATP-molekyle per skridt,
dvs. hver gang et af de to hoveder flyttes, hvorved den
beveager sig 8 nm frem. Den kemiske energi, der bliver
frigivet under hydrolysen, er omkring 20 k7. Nar vi
snakker om sma systemer, er den termiske energi kg7,
hvor kp er Boltzmanns konstant, og 7" er temperaturen,
en bekvem enhed for energi. Det udfgrte arbejde er til
gengzeld 12 kpT, hvormed effektiviteten af motoren
bliver ca. 60 %.
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Figur 1. Illustration af hvordan kinesin-motoren opererer.
Motoren kommer fremad ved skiftevis at flytte et af de to
hoveder i en “hénd-over-hand”-fremgangsmade.

Et andet centralt eksempel er F;-ATPase-motoren.
Denne roterende motor er under naturlige forhold en
del af enzymet ATP-syntase (se figur 2). Dette enzym
befinder sig i mitokondrierne og forsyner cellen med
energi ved at syntesere ATP fra ADP og fosfat, altsa
ved den modsatte reaktion af den, vi betragtede ved
hydrolysen. For at danne de energirige ATP-molekyler
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ma vi derfor tilfgre en mangde energi, som oftest er
i form af protoner, der bevaeger sig i en elektrokemisk
gradient. Enzymet er omsluttet af en membran, og det er
koncentrationsforskelle henover membranen, der giver
anledning til gradienten.

ATP-syntase bestar af en F,- og en Fj-del. Den
forstnevnte er en protonpore, der er placeret i mitokon-
driemembranet. F}-delen (ogsa kaldet Fi-ATPase) er
den roterende del, der befinder sig henover membranen,
og bestar af et ~y-skaft, der roterer inden i en ring af
tre a-enheder og tre G-enheder. Syntesen af ATP sker
pa aktive steder pa (3-enhederne og er drevet af for-
mandringerne af de sidstnevnte. Disse er til gengeld
forarsaget af rotationen af gammaskaftet, der roterer
grundet energitilfgrslen fra protongradienten.

Som for andre enzymer, er virkningen af ATP-
syntase reversibel, dvs. at store mengder af ATP kan
forarsage en protongradient henover membranen. Dette
bliver faktisk udnyttet af fx gerbakterier, der hydrolyse-
rer ATP for at skabe en gradient, som de bruger til bl.a.
at transportere neringsstoffer ind i cellen. I laboratoriet
kan man ogsa tvinge motoren til at operere baglens
ved blot at gge ATP-koncentrationen i opl@gsningen.
Desuden fokuserer de fleste studier kun pa det simplere
system Fi-ATPase, der er den mindste bestanddel af
det store enzymkompleks, der kan fungere som en
selvstendig motor. Lad os derfor fra nu af snakke om
F1-ATPase som en molekyler motor, der opererer ved
at hydrolysere ATP-molekyler til at skabe mekanisk
beveagelse i form af rotation af ~-skaftet.

Figur 2. Illustration af FpyFi-ATP-syntase-komplekset,
hvoraf F7-ATPasen udggr den mindste selvst@ndige rote-
rende motor.

Tre ATP-molekyler bliver hydroliseret per omdrej-
ning, sa energien fra et enkelt ATP-molekyle bliver altsa
brugt til en 120° rotation. Inden for den eksperimentelle
usikkerhed er denne motors effektivitet malt til 100%.
Det er her verd at bemerke, at dette resultat ikke er
i modstrid med termodynamikkens anden lov, som vi
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kender den formuleret for Carnot-motorer, fordi mo-
lekylere motorer ikke opererer mellem to varmebade,
hvilket er tilfeeldet for Carnot-maskiner.

Netop de hgje effektiviteter er et af kendetegnene for
molekylere motorer. For at forsta arsagen til dette er
det vigtigt at studere de energiprocesser, der finder sted
i motoren. Specielt er det udfgrte arbejde, og dermed
effekten, samt varmen afsat til omgivelserne afggrende
for motorens effektivitet. Vi vil senere se pa, hvordan
man ved brug af ny teori kan bestemme kraftmomentet,
og dermed det udfgrte arbejde, af F'-ATPase ekspe-
rimentelt. Kraftmomentet beskriver populert sagt den
“treekkraft”, der far roterende legemer til at dreje rundt.

Brug for ny teori

Klassisk termodynamik har vist sig at vere et yderst
succesfuldt vaerktgj til at beskrive energiudveksling i
sa vidt forskellige makroskopiske systemer som sorte
huller, vaesker og superledere. Disse systemers opfgrsel
er reproducerbar, og fluktationer, dvs. afvigelser fra den
typisk observerede, gennemsnitlige opfgrsel, er negli-
gible. I takt med at systemets stgrrelse bliver mindre og
mindre, bliver fluktuationerne stgrre og stgrre, og i sma
systemer langt fra ligevaegt kan termiske fluktuationer
lede til vaesentlige afvigelser fra systemets gennemsnit-
lige opfgrsel. I denne grense er den velkendte termody-
namik ikke lngere en god beskrivelse, og ny teori skal
til for at forsta disse systemers opfgrsel.

Smé systemer er i denne sammenhang systemer
med en stgrrelse pa omkring 100 nm eller mindre.
Molekylare motorer har en stgrrelse pa 2 — 100 nm
og er dermed naturligvis inkluderet i denne klasse af
systemer, men forskere er ogsa interesseret i andre
eksempler sdsom magnetiske domener i ferromagneter,
kvanteprikker og sma elektriske kredslgb.

Den store interesse for at forske i sma ikke-
ligevaegtssystemer kom i 1990’erne, hvor moderne me-
toder til mikroskopisk manipulation kom til verden.
Vearktgjer som optiske og magnetiske pincetter har
givet eksperimentalisterne adgang til information om-
kring, hvordan systemerne udveksler varme og arbejde
med sine omgivelser. Teoretikerne har fulgt efter med
en lang raekke resultater, der i dag tilsammen gar under
navnet “stokastisk termodynamik”. Vi vil se n@rmere
pa en speciel type relationer kaldet “fluktuationssztnin-
ger”, der netop kan fortelle os, hvordan sandsynlighe-
den for at observere fluktuationer i energiudvekslinger
opferer sig.

Fluktationssztninger

Ligesom for makroskopiske systemer skelner man for
mikroskopiske systemer mellem to forskellige slags
tilstande, hvor systemets opfgrsel ikke @ndrer sig med
tiden: dels ligevagtstilstande, og dels ikke-ligevagts
stationare situationer, fx veaskestrgmning gennem et
rgr ved en konstant trykforskel. I ikke-ligevegts sta-
tionere situationer (ILSS) flyder der strgmme igen-
nem systemet, men deres tidsathengighed er negli-
gibel. Kinesin-mikrotubulus-systemet er et eksempel,
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hvor den tidsuath@ngige variabel er kinesins (gennem-
snits)hastighed. Det kraver en konstant energitilfgrsel
for at opretholde en ILSS, og der bliver konstant afsat
energi i det omgivende medie.

Et motormolekyle, der vekselvirker med sin bane
og med de andre molekyler i dets vandige omgivelser,
er dermed i besiddelse af rigtig mange frihedsgrader.
Heldigvis varierer de fleste af disse variable hurtigt
og er tilnermelsesvist i ligeveegt sammenlignet med
motorens bevaegelse. Vi kan altsa effektivt set beskrive
deres indflydelse pa motoren i form af et varmebad med
temperaturen 7', der vil pavirke bevegelsen gennem
fluktuerende, stokastiske krefter.

Termodynamikkens 1. lov for sadanne stokastiske
systemer kan formuleres pa felgende made

AU’T = W’T - QT7 ()

hvor vi forestiller os, at vi observerer et system over et
tidsrum 7 og maler a@ndringen i lgbet af dette tidsrum
i dets totale energi, AU, arbejdet udfgrt pa systemet,
W., og varmen, som systemet afsa@tter i omgivelserne,
Q.. Fordi systemet er pavirket af fluktuerende kreefter
som diskuteret ovenover, ville vi fa forskellige resul-
tater for hver gang, vi gentog ovenstaende maling,
fordi systemet altsa fglger en forskellig bane i fase-
rummet hver gang. Med andre ord er AU,, W, og
@, stokastiske variable, og vi kan spgrge om, hvilke
sandsynlighedsfordelinger P-(AU), P-(W) og P (Q),
vi ville fa for dem, hvis vi malte et stort antal gange.
Utroligt nok viser det sig, at man kan sige noget
meget generelt om fordelingerne i greensen, hvor 7 er
tilstreekkelig stor. Lad os for eksempel betragte forhol-
det P (Q)/P;(—Q) mellem hhv. sandsynligheden for
at male varmen ) og —@Q. I ligevaegt er der netto set
ingen varmeoverfgrsel mellem system og varmebad, sa
sandsynligheden for positive og negative varmeover-
forsler er lige stor, altsd er Pr(Q)/Pr(—Q) = 1. Vek
fra ligevaegt er dette ikke lengere tilfeldet. Under en
rekke rimelige antagelser kan man vise, at fglgende
fluktuationssztningsrelation gzelder for en ILSS: !

lim PrQ) Q/kBT
T—00 PT(—Q)

Her skal 7 — oo grensen forstas saledes, at 7 skal vaere

meget stgrre end den tid, det tager systemet at vende

tilbage til ILSS efter en lille perturbation.

Der er flere ting at bemarke ved ovenstaende rela-
tion. Fgrst og fremmest siger den, at der er en endelig
sandsynlighed for at observere negative vardier af @),
dvs. negative vardier af entropiproduktionen o =
Q/7T. Dette er umiddelbart i uoverensstemmelse med
termodynamikkens anden lov. Hvordan kan det vere?
Bemeark dog, at middelverdien () altid er positiv, sa
den 2. lov er altsa opfyldt for middelverdier. Desu-
den forteller (3), at sandsynligheden for at observere
en hendelse, hvor ) er negativ, aftager eksponentielt
med stgrrelsen af (). Siden varmen og entropien er

3)

ekstensive stgrrelser, dvs. at () vokser proportionalt
med systemets stgrrelse, er sandsynligheden for var-
meabsorption fra varmebadet altsa forsvindende lille
for makroskopiske systemer. Dette forklarer, hvorfor vi
aldrig observerer “overtredelser” af termodynamikkens
2. lov i den klassiske termodynamik.

Der eksisterer lignende fluktuationss@tninger for
W. og for en rekke andre termodynamiske variable
under forskellige antagelser. Fluktuationssatninger har
en rekke vigtige konsekvenser og anvendelser, som
fx den bergmte Jarzynski-lighed, der ggr det muligt
at bestemme forskellen i Gibbs’ frie energi mellem to
makroskopiske tilstande ved at male sandsynlighedsfor-
delingen for det udfgrte arbejde i en vilkarlig transfor-
mation mellem disse tilstande (se [2] for en detaljeret
gennemgang). Man kan ogsa ved hjelp af fluktuations-
setninger udlede en fluktuations-dissipations-sa@tning
for ILSS, der kan bruges til at forudsige, hvordan
systemet vil reagere pa en perturbation. Indtil videre
har dette kun varet muligt for systemer i ligevaegt.
Desuden kan man ogsa bruge fluktuationssatninger til
at male gennemsnitlige verdier af det udfgrte arbejde
og dermed effekten. Vi skal i n@ste afsnit se, hvordan
dette er blevet brugt til at male kraftmomentet af F-
ATPase.

Kraftmomentet af F'-ATPase

12010 publicerede en japansk forskningsgruppe en ar-
tikel 1 det anerkendte tidsskrift Physical Review Letters,
hvor de beretter om, at de har bestemt kraftmomentet af
motoren F-ATPase ved brug af en fluktuationssatning
[4]. Dette resultat er interessant af flere arsager. For det
fgrste er der endnu kun et fatal af eksperimenter, der
benytter fluktuationssa@tninger som den underliggende
teori. For det andet er det fgrste gang, at kraftmomentet
af motoren er blevet malt sa precist, idet der normalt
er store usikkerheder forbundet med ‘“konventionelle”
mader at bestemme kraftmomentet pa, som vi skal se.
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Figur 3. Den eksperimentelle opstilling til bestemmelse af
kraftmomentet af F'-ATPase. En stor perle er fastgjort til
motorens y-skaft og fglges med et mikroskop. [1].

'Fluktuationssatninger er med succes blevet testet eksperimentelt. For en gennemgang se [1].
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Eksperimentet er udfgrt pa fglgende made. Motoren
er fastgjort til en glasplade ved hjelp af en passende
belegning pa overfladen af pladen. Idet motorens stgr-
relse er fa nanometer, er det ikke muligt at observere
skaftets rotation i et almindeligt optisk mikroskop, sa
en probe i form af en stor perle med en stgrrelse pa fa
hundrede nanometer bliver sat fast pa rotoren. Perlen
kan nu nemt fglges med et mikroskop, og motorens
position kan derved bestemmes som funktion af tiden
(se figur 3).

For lange tider kan vi beskrive motorens bevagelse
ved den sikaldte Langevin-ligning, 2

[g=N+¢. 4)

Her er 6 motorens vinkelhastighed, og N er kraftmo-
mentet. Desuden virker der en friktionskraft pa moto-
ren, der er proportional med vinkelhastigheden, hvor
proportionalitetskonstanten er friktionskoefficienten I'.
Tilfeldige kollisioner med molekyler i det omgivende
medie er representeret ved den hvide stgj fra varmeba-
det, £. Der geelder derfor, at middelverdien er £ = 0.
Hvis vi tager middelvardier pa begge sider i (4) far vi
altsa )

N =T49, 5)
idet N er antaget tilnermelsesvist konstant. Det virker
tilsyneladende som om, at vi nemt kan finde N ud fra
denne formel, men problemet ligger i bestemmelsen af
T", som bl.a. ath®nger af viskositeten af den omgivende
vaske, formen og stgrrelsen af proben samt dens af-
stand fra glaspladen. Is@r den sidstn@vnte parameter er
sver at bestemme i eksperimenter, hvilket betyder, at I,
og dermed NN, bliver behaeftet med store usikkerheder
ved denne fremgangsmade.

0.01

0.04 3 ]

T K
. 5§ m
0.03 )
9
) &
3 002 0=
P !
&
=

)
]

q50 0 50 100 -02 0 02

AB (deg) A6/k,T (rad/pN nm)

Figur 4. Venstre: Sandsynlighedsfordelinger P-(A#6) for
forskellige vardier af 7, hvor den mindste og den stgrste
verdi er hhv. 7 = 2,5 ms (r¢d kurve) og 7 = 10 ms (bla
kurve). Sandsynligheden for at observere negative fluktatio-
ner for A# aftager med voksende 7. Hgjre: Kraftmomentet
N Kkan findes som haldningen af den rette linje. For dette
forsgg findes N = 38 pN-nm for 7 = 10 ms. [4].

Lad os nu se, hvordan vi kan undga problemet med
bestemmelse af I" ved at bruge en fluktuationssetning.
Arbejdet udfgrt af motoren i tidsrummet 7 er givet ved

W, = . NO(t)dt = N(O(t+7) —0(t)) = NAG,,

t
(6)

En diskussion af modeller for motorernes bevagelse kan findes i [3].
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idet IV er konstant. Fluktuationss@tningen for W tager
nu fglgende form (jf. ligning (3) med @ erstattet med
W)

oo Pr(—A0)

Det fglger, at vi kan finde N som haldningen
af den rette linje, der fremkommer ved at plotte
In(P-(A0)/P;(—A#0)) som funktion af Af/kpT! Det-
te er netop blevet gjort af den japanske gruppe, og
resultater fra en af deres malinger kan ses i figur 4.
Kraftmomentet blev bestemt til omkring 40 pN-nm,
men varierer dog lidt for de forskellige typer prober
pga. systematiske usikkerheder. Ikke desto mindre er
usikkerheden pa resultatet for den enkelte type probe
vasentligt reduceret i forhold til usikkerheden pa resul-
tatet opnaet ved brug af ligning (5). Fluktuationsszat-
ningen (7) har altsd muliggjort en praecis bestemmelse
af kraftmomentet ved gentagne gange “blot” at obser-
vere @ndringen i motorens position i Igbet af et givet
tidsrum.

Dette var blot et eksempel pa, hvordan stokastisk
termodynamik kan bruges til at studere egenskaber af
molekylare motorer. Som navnt tidligere er anvendel-
sen dog langt fra begrenset til molekylere motorer.
Samtidig bliver der i dag forsket intenst i fundamentale
aspekter af den nye teori om ikke-ligevaegtssystemer,
sa den nermeste fremtid vil uden tvivl bringe en mas-
se interessante og revolutionerende resultater indenfor
omradet af bade teoretisk og eksperimentel karakter.
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