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rikkens

hemmeligheder

Et internationalt forskerhold har
kortlagt hvert eneste atom i
ribosomet, cellens proteinfabrik,
som er en af livets mest cen-
trale komponenter. Den danske
molekyleerbiolog Poul Nissen var
med til bedriften, der er blevet
fremhaevet som et af de storste

videnskabelige gennembrud i ar

2000.

Af Carsten R. Kjaer

B Arets videnskabelige gennem-
brud i &r 2000 blev af det viden-
skabelige tidsskrift Science kéret
til at veere kortlegningen af det
humane genom. Hvad maske
ferre bemerkede var, at man pa
2. pladsen fremhavede endnu
en kraftpraestation — nemlig en
fuldstendig lesning af den ato-
mare struktur af cellens prote-
infabrik — ribosomet. Det var et
lille femmands team af forskere
pa Yale University under ledelse
af de to professorer, Thomas A.
Steitz og Peter B. Moore, som
stod bag dette arbejde. Blandt
de gvrige tre finder vi den dan-
ske molekylerbiolog Poul Nis-
sen.

Den amerikanske organisa-

tion AAAS (American Associa-

tion for the Advancement of
Science), som stir bag udgivel-
sen af Science, har for nylig til-
delt dette forskerteam den are-
fulde Newcomb Cleveland Prize
for deres banebrydende arbejde.
Med prisen fulgte 50008 og en

bronzemedalje.

Cellens proteinfabrik

Det er ikke noget nyt, at Big
Science oftest foregdr i det ufat-
teligt sma. Nok er ribosomet
opbygget af sikaldte makromo-
lekyler, og bestir af mere end
300.000 atomer, men dette gor
det dog ikke just til en stor-
relse, som er let at f gje pa.
Dog er ribosomer store nok

til, at man vha. kraftige mikro-
skoper (elektronmikroskoper)

siden 1950’erne har kunnet
studere dem i cellerne.
Ribosomet bestar af godt 50
proteiner og 3 RNA-molekyler
arrangeret i to underenheder:
den store og den lille ribosom-
enhed. Der er tusinder af ribo-
somer i hver eneste celle, for
pa ribosomet sker oversazttelsen
af den genetiske information i
DNAet til proteiner, og denne
proces er nzsten konstant pa
hejt blus. 1 praksis er ribosomer
alts cellens proteinfabrik.
Denne fundamentale bioke-
miske proces er s3 vigtig for alle
levende organismer, at ribo-
somet som evolutionar opfin-
delse er forblevet stort set uan-
dret igennem livets knap fire
milliarder &r lange historie p&

Poul Nissen i laboratoriet.

vor planet. Derfor er ribosomer
grundleggende identiske, hvad
enten man kigger pa en bakte-
rie eller i menneskets celler. Af
samme grund er netop riboso-
met genstand for en betydelig
interesse for forskere, da afsle-
ringen af dets hemmeligheder
vil kunne fortzlle os om funda-
mentale biokemiske processer,
og give os ny viden om udvik-
lingen af det tidlige liv pa jor-
den.

Bedriften

Den bedrift, som Poul Nissen
har varet med til at udfore,

er i al sin enkelthed en fuld-
stendig losning af strukturen
af den store ribosomale suben-
hed — den enhed, hvorpa prote-
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insyntesen i praksis foregdr (se
boks). Med en losning af struk-
turen menes, at forskergruppen
kan ggre rede for placeringen
af hvert eneste af denne enheds
ca. 200.000 atomer. Tilsvarende
har en anden forskergruppe lost
strukturen af den lille ribosom-
enhed. Bedriften skal ses i lyset
af, at ribosomet er nasten 10
gange storre end noget molekyle,
man hidtil har lgst strukturen af.

Krystaller baner vejen til
den atomare forstaelse
Teknikken, som har gjort det
muligt at kortlegge hvert
enkelt atom i det komplicerede
molekyle, kaldes rontgenkry-

Proteindannelse

Det var i 1950’erne, at man blev
klar over, at der var en sammen-
haeng mellem generne pa DNA'et
og proteinerne, som dannes i
cellerne. Dette skyldtes i saer-
deleshed Watson & Crick samt
Franklin & Wilkin's banebrydende
studier af DNA strukturen. Det
lykkedes derpa at lgse den
»genetisk kode« i 1960’erne.
Med den genetiske kode menes,
at bestemte kombinationer af
DNA’ets fire byggesten, nukleoti-
derne A, C, T og G (i RNA er
nukleotidet T udskiftet med nuk-
leotidet U), koder for bestemte
aminosyrer.

En kombination af tre nukleo-
tider — f.eks. ACA — kaldes en
kodon, og svarer til en ganske
bestemt aminosyre (i dette til-
faelde Threonin). Der indgar 20
forskellige aminosyrer i den
levende organisme, og da fire
nukleotider kan kombineres i tri-
pletter pa 64 mader, er der altsa
flere forskellige kombinationer af
nukleotider, der koder for den
samme aminosyre.

Udover de tripletter, der koder
for aminosyrer, findes der ogsa
et sakaldt startkodon (Kombi-
nationen AUG) og stopkodons
(kombinationerne UGA, UAA og
UAG). Disse angiver hhv. begyn-
delsen og enden pa genet.

Et protein laves ved, at der
forst dannes en sakaldt mes-
senger-RNA (mRNA) kopi af det
stykke DNA, hvor dets kodende
gen findes (et gen bestar typisk
af 500 — 3000 nukleotider).
Denne mRNA-kopi transporteres
ud af cellerkernen til ribosomet.
Hertil transporteres ogsa ami-
nosyrer, som er fastheeftet til
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stallografi (se boks). At bruge held at lave krystaller af bio-
denne teknik pd biologiske
materialer krever, at dette forst
skal omdannes til krystaller. En
krystal er en meget velordnet
struktur, hvor de enkelte mole-
kyler, som opbygger krystallen,
er arrangeret symmetrisk i for-
hold il hinanden. En perfeke
krystal rummer saledes orden
helt ned pé det atomare niveau,
og denne atomare opbygning
kan afdekkes ved rontgen-
krystallografiske metoder (se
boks).

Man finder krystaller overalt
i dagligdagen i form af eksem-
pelvis salt og sukker, men det
kraever megen ekspertise og

er nemlig bestemmende for,

mer ud af anstrengelserne.

Jo bedre krystal, man har il

atomare struktur.

logiske makromolekyler, som
kan bruges til rentgenkrystallo-
grafi. Kvaliteten af krystallerne

hvor godt et resultat, der kom-

Resultatet af undersogelserne
er et sikaldt elektrontetheds-
kort, som forskerne kan bruge
til at tolke den atomare struktur.

radighed og jo kraftigere ront-
genstriling, man bruger — desto
hojere oplosning kan man frem-
bringe i elektrontethedskortet.
Med hgjere oplesning kan man
mere ngjagtigt bestemme den

Forskergruppen har bestemt
strukturen af den store ribosom-
enhed til, hvad man angiver
som 2,4 A oplesning (jo lavere
tal, jo hejere oplesning). Dette
er i rontgenkrystallografisk sam-
menhzng en god oplesning
pa et biologisk makromolekyle,
hvor det er muligt at se de
enkelte atomers kontaktflader
med rimelig pracision.

Den lille ribosom-enhed, som
en anden forskergruppe sidelo-
bende loste strukturen af, blev
bestemt til 3,0 A oplesning,
hvilket ogsd gor det muligt at
frembringe en ganske tilfreds-
stillende atomstrukeur til bioke-
misk analyse.
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sakaldt transfer-RNA (tRNA).
tRNA’et har i den anden ende et
»handtag« bestaende af en triplet
af nukleotider — et sakaldt anti-
kodon — som modsvarer en gan-
ske bestemt kombination af tre
nukleotider pa mRNA'et. Protein-
syntesen foregar saledes ved, at
mRNA’et afleeses et kodon ad
gangen, hvorved der ved hjeelp
af en sakaldt »elongeringsfaktor«
ankommer et tRNA molekyle med
aminosyre til den voksende prote-
inkeede pa ribosomet. Herpa flyt-
tes mRNA’et en tak ved hjeelp af
endnu en elongeringsfaktor. Nar
ribosomet nar en sakaldt stopko-
don, afsluttes aminosyrekeeden,
og proteinet er dannet.

Processen forlgber med en
hastighed af ca. 20 aminosyrer i
sekundet, hvilket ikke er specielt
hurtigt sammenlignet med en
almindelig kemisk reaktion. Her
skal man dog huske pa, at proces-
sen er underlagt ngje kontrolme-
kanismer og mange del-reaktioner
mellem makromolekyler, der sikrer
at fejlraten er sa lav som i star-
relsesordenen 1:10.000.




Ny biokemisk indsigt
Losningen af ribosomets struk-
tur har kastet nyt lys pd de
biokemiske processer, der fore-
gdr under proteinsyntesen pé
ribosomet. Biokemiske proces-
ser foregdr i et tredimensionelt
miljo, hvor det er meget afgp-
rende, pd hvilken mide de
kemiske forbindelser bliver
bragt sammen. Derfor er det

s3 centralt at bestemme de tre-
dimensionelle, atomare struktu-
rer af biologiske makromoleky-
ler, der styrer disse processer.
Strukturbestemmelser giver ogsd
ny indsigt i de regler og finesser,
som benyttes i biologien til at
opbygge disse store, tredimensi-
onelle makromolekyler, der kan
varetage vigtige biologiske pro-
cesser.

Proteinsyntesen sker ved, at
aminosyrer tilfgjes en efter en
til en voksende kade, som det
dikteres af den genetiske infor-
mation. Denne proces er kata-
lyseret af ribosomet. Forsker-
gruppen har kunnet pévise,
at det karalystiske omride pd
ribosomet alene udgeres af
ribosomets RNA. Dermed kan
det slés fast, at RNA i tidernes
morgen udviklede sig til at
lave protein, hvorefter den
fortsatte evolution mod bio-
logisk liv, som vi kender det
i dag, har kunnet tage rigtig
fart. Dette afgor i realiteten
den »henen-eller-zgget« dis-
kussion om, hvorvidt RNA
kom for proteinerne eller
omvendt ved livets begyndelse.

Selvom den herskende opfat-
telse de senere ar har veret, at
RNA kom for proteinerne,
s3 er det forst med forsker-
gruppens opdagelse, at denne
diskussion kan betragtes som
endegyldigt afgjort. P4 denne
madde er det tydeligt, at saidanne
detaljerede studier af atomare
strukturer er med til at bidrage
til vores forstielse for, hvordan
livets tidligste udvikling forlob
pé vor planet.

Tillige har forskerholdet
observeret, at ribosomet ser
ud til at anvende sikaldt
syre/base-katalyse. Dette er en
ganske sofistikeret katalytisk
mekanisme, som altsd ogsd kan
varetages af et RNA-baseret
enzym.
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Ribosomets struktur: 1o reprasentationer af den atomare struktur af den store ribosomale subenhed.
Billeder til venstre viser en skematisk fremstilling af ribosom-enhedens forskellige komponenter (RNA
er angiver med grét og proteiner (kalder L1, L2 etc.) med farver. Billeder til hojre viser den komplette
atomare struktur af det ribosomale RNA (farver) kombinerer med en skematisk fremstilling af de

ribosomale proteiner (lys gré).

Perspektiver i
milliondollar-klassen

Som nzvnt er losningen pd

en s& kompliceret struktur som
ribosomet dels i sig selv en
akademisk tilfredsstillelse for de
deltagende forskere, og dels vig-
tig for vor forstielse af centrale
biokemiske processer. Men der-
udover er der bestemt ogsé gko-
nomiske perspektiver. Det per-
spektiv, der umiddelbart har vist

Rentgenkrystallografi og elektrontaethedskort

Princippet i rgntgenkrystallografi
er, at man belyser en velformet
krystal med en kraftig rantgen-
strale med en veldefineret bglge-
laengde, eksem-
pelvis 1 A (1
Angstrgm = 1010
meter eller en ti-
milliardedel meter).
Rentgenstralerne reflek-
teres fra atomernes elektro-
ner, og pa grund af den ato-
mare struktur og krystallens
symmetriske opbygning fremkom-

reflekser med forskellige intensi-
teter. Jo kraftigere straling, desto
flere reflekser kan man male i
praksis.

De enkelte refleksers
intensitet males med
en detektor, og en
liste over samtlige
observerede reflek-

beregne et elektrontaethedskort i

mer der et symmetrisk mgnster af

sers intensitet kaldes et dataseet.
Ud fra sadanne dataseet kan man

sig, drejer sig om udviklingen af
antibiotika.

Man ved, at en lang reekke
antibiotika virker ved at blokere
proteinsyntesen i bakterierne.
Dette gor de ved at binde sig til
ribosomets katalytiske omride.
P4 baggrund af den nye detalje-
rede viden om, hvor og hvordan
de biokemiske processer udspil-
ler sig i ribosomet, og ved at
bestemme atomare strukturer af

ribosomer med antibiotika bun-
det til sig, kan man fi en langt
bedre forstielse af, hvordan disse
antibiotika virker, og hvordan
bakterierne udvikler resistens.
Det vil derfra vere muligt pa
en »intelligent méde« at designe
nye antibiotika i stedet for, som
det hidtil har veret tilfeldet, at
prove sig frem ved mere tilfel-
dige metoder.

Disse dbenlyse perspektiver har

lighed med et topografisk landkort
med hgjdekonturer. Konturerne i elek-
tronteethedskortet angiver saledes
omrader med stor elektrontaethed,
hvilket igen afspejler positionen af
atomerne i det undersggte mole-
kyle. Forskerne kan derfor ud fra
sadanne kort identificere den
atomare struktur af det kry-
stalliserede materiale.
Landkort angives

med en
malestok, eksempelvis
1:100.000 eller 1:20.000. Jo lavere
maélestoksforhold — jo hgjere oplgs-

ning, og jo mere detalje kan man
udlede af landkortet. P4 samme
made angiver man elektronteetheds-
kortets oplgsning, og den er givet
af det dataseet, man har kunnet ind-
samle. Jo bedre krystal og jo krafti-
gere rgntgenstraling — desto stgrre
dataseet og dermed hgjere oplgs-
ning kan man frembringe i elektron-
teethedskortet. Med hgjere oplgs-
ning kan man mere ngjagtigt
bestemme den atomare struk-

tur. Figuren er et udsnit

af elektronteethedskortet af

den store ribosomale

e subenhed. Dette udsnit viser

et omrade af det ribosomale
RNA. Der er angivet to niveauer
af elektrontaethed, hvor gren er
medium, og bla er hgj. Medium
niveau viser typisk alle atomer i
strukturen, som her er vist med
rgdbrun stregtegning. Det bla
niveau viser kun de allerkraf-
tigste konturer, som i RNA udgg-
res af fosfatgrupper, der kan ses at
ligge som perler pa en snor.
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Biologiske krystaller

Biologiske makromolekyler undersgges altid i van-
dige oplgsninger, hvor de har deres korrekte struk-
tur og biologiske funktion. Man kan derfor ikke
opna krystallisation blot ved udtgrring, som man
eksempelvis kender det fra saltkrystaller. | stedet
opnar man krystallisation ved at tilssette forbindel-
ser, der nedsaetter makromolekylernes oplgselig-
hed i den vandige oplgsning.

Nar oplgseligheden saenkes, vil man opna, at
makromolekylerne klasker sammen, og danner et
bundfald (kaldet precipitat). Hvis man er heldig, vil

denne proces ske kontrolleret, saledes at makro-
molekylerne vil danne nogle ganske bestemte kon-
takter til hinanden frem for tilfeeldige klumper af
precipitat. Herved kan der nemlig dannes krystaller,
hvor makromolekylerne laegger sig i et velordnet
mgnster i forhold til hinanden. Denne krystallisati-
onsproces er en ganske vanskelig kunst, og man
kan ikke forudsige, hvilke betingelser der vil lade
et bestemt makromolekyle danne krystaller. Det
er derfor en klassisk, empirisk disciplin, hvor man
lader sig lede af eksperimenter og observationer.

fiet de to amerikanske professo-
rer fra Yale, der ledede projekeet,
til at grundlaegge et firma, som
forsager at udnytte de kommer-
cielle muligheder i denne nye til-
gang til antibiotikaudvikling. Til
formalet er det lykkedes dem at
rejse en«first round venture capi-
tal« pa ikke mindre end 22 mio.
dollars — et rekordstort belgb i
selv amerikansk malestok.

Yderligere fart pa dansk
ribosom-forskning

Poul Nissen selv er nu tilbage

i Danmark pa et sikaldt Ole
Romer stipendium, finansieret
af Statens Naturvidenskabelige
Forskningsrdd. Her skal han pd

Laboratoriet for Makromoleky-
leer Krystallografi under ledelse
af lektor Jens Nyborg sette gang
i den danske ribosom-forskning,.
Han vil bl.a. sette fokus pd
ribosomer fra andre organismer,
ssom mennesker og gar, og
studere ribosomets vekselvirk-
ning med andre komponenter i
cellen, der indgr i proteinsynte-
sen. Til dette arbejde har Poul
Nissen sammen med sin kollega
lektor Gregers Andersen netop
modtaget en stor bevilling fra
det internationale Human Fron-
tier Science Program, si dei
samarbejde med to amerikanske
laboratorier kan inddrage flere
forskellige metoder og strategier

i denne forskning.

Desuden har Poul Nissen
startet et nyt felt i krystallogra-
fiske studier af en klasse protei-
ner, som kaldes membranprotei-
ner. Disse proteiner er serdeles
interessante for den medicinske
forskning, da de fleste legemid-
ler virker p& netop denne klasse
af proteiner.

Poul Nissens aktiviteter indgar i
ovrigt i det nyligt oprettede forsk-
ningscenter INANO ved Aarhus
Universitet, som fokuserer pd
den tvarvidenskabelige nanovi-
denskab og nanoteknologi.

Tiden vil vise, om Poul Nis-
sens arbejde vil kaste flere priser
og bronzemedaljer af sig. @
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