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FORSKERE JAGTER
FORKLARING PA
GADEFULDT PROTEIN
I ZEBRAFISK

Proteinet myoglobin findes hos fisk, fugle og pattedyr.
Det er i vores muskler og i vores hjerte, men forskerne aner ikke,
hvilken rolle det spiller. Nu har professor Angela Fago med sin gruppe
maske endelig fundet en god forklaring.
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fterarssolen star ind ad vinduerne i

det hvide laboratorium. Stgvpartik-

ler sveever lydlgst i det skarpe lys,

mens rummet afgiver en svag duft
af rengagringsmiddel og sprit.

Sammen med sin ph.d.-studerende Ciska
Bakkeren er professor i biologi ved Aarhus
Universitet, Angela Fago, ved at samle et spe-
cialbygget “lgbeband” til en zebrafisk. En lille
lukket vandbane i klar plastik, som ligner et
stykke legetgj til en varm sommerdag i haven.

Lige nu har de ingen zebrafisk, men snart far
de et nyt kuld leveret, som de skal lave flere
forsgg med.

En lille propel er monteret i den ene ende af
vandbanen. Den skaber en strgm i vandet,
sa fisken er ngdsaget til at svemme for ikke
at blive tvunget tilbage mod et gitter. En lille
oxygensensor i vandet maler, hvor meget
oxygen fisken optager fra vandet, mens et
kamera filmer fisken, sa dens hjerteslag kan
ses gennem de gennemsigtige skeel.

»i bruger “lebebandet” til at undersgge,
hvordan zebrafisks iltforbrug og aktivitet
bliver pavirket af, at vi slar et bestemt gen ud
hos dem. Et gen, der indeholder opskriften pa
proteinet myoglobin. Tidligere var der enighed
om, at myoglobin, som der er masser af, er
afgagrende i de fleste dyr for at levere oxygen
nok til hjerte og muskler, men vores forsgg
tyder p3, at det er forkert,« siger Angela Fago.

»Spgrgsmalet er, hvilken rolle myoglobin sa
spiller. Vi ved det ikke med sikkerhed, men vi
har en hypotese. Gennem vores forsgg haber
vi, at vi kan opklare helt preecist, hvad protei-
net laver i muskler og hjerte.«

Mod koldere himmelstragg

Udenfor laboratoriets store vinduer river et
vindst@d i universitetsparkens gamle egetrae-
er. Bladene er begyndt at gulne, forberede
sig pa vinterens komme. Enkelte hvirvier mod
jorden.

Vintermanederne i Danmark kan sommetider
foles ekstra lange for Angela Fago. Hun er
fgdt i det sydlige Italien, i byen Taranto som
ligger lige hvor stgvlelandets heael stikker ud
fra skoen. Her bliver det sjeeldent rigtig koldt,
forteeller hun.

»Jeg savner indimellem det varme klima.
Sommerneetterne hvor man aldrig behgver at
tage en jakke pa - og maden naturligvis«.
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Figuren viser proteinet myoglobin (med 3D-strukturen

vist i blat), som udtrykkes i store maengder i zebrafiskens
hjertemuskulatur, hvor det menes at fungere som et
internt oxygenlager i hjertemusklen (myokardium). Oxygen-
molekylet (vist i rgdt) bindes til en jernholdig heemgruppe
(vist i grant). Hos fisk er hjertet opdelt i tre kamre: bulbus
arteriosus, atrium og ventrikel, som er omgivet af et tykt
myokardium.

Det farste protein, der blev kortlagt

Myoglobin var det fgrste protein, der blev kortlagt. Det
skete i 1957, hvor det lykkedes John C. Kendrew at
fastsla den tredimensionelle struktur af myoglobin ved
hjeelp af rentgenkrystallografi. Noget han sammen med
Max Perutz fik nobelprisen for i 1962.

Myoglobin er i familie med det mere kendte protein
haemoglobin, som baerer oxygen i vores rgde blod-
celler. Myoglobin blev kortlagt ferst, fordi det er mar-
kant mindre end haemoglobin og derfor er enklere at
kortleegge.

Begge proteiner udmaerker sig ved at indeholde jern-
atomer i reduceret tilstand (Fe?*), som binder oxygen
til sig. Proteinerne kan holde pa oxygenmolekylerne, og
haemoglobin baerer oxygen via blodet ud til cellerne i
hele kroppen.

Fe2* mangler to elektroner og sgger derfor hele tiden
efter molekyler med frie elektroner at binde sig til

- og her er oxygen en af mulighederne. Dog ikke den
eneste. Det er eksempelvis farligt at indande for me-
get udstadning fra gamle biler, fordi den er fyldt med
carbonmonoxid (CO), som binder sig til haemoglobin

og myoglobin i stedet for oxygen og dermed blokerer
for oxygenoptagelsen.

Sadan ser reaktionen mellem jern og oxygen ud i
myoglobin:

Mb(Fe?") + O, <> MbO,
hvor Mb(Fe?*) er deoxymyoglobin, 0, er oxygen og

MbO, er oxymyoglobin, hvor oxygenmolekylet har
bundet sig til jernatomet.
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Figuren lavet vha. Biorender. Myoglobin 3D-struktur er
fra crystallography365.wordpress.com/2014/03/24/



Bestemmelse af stofskifte

Opstillingen med “vand-
lsbebandet” set ovenfra.
Lille foto: Et kig ind

til fisken fra siden af
bandet.

Fotos: Andrea Lif Benediktsdot-

n tir, AU Foto
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Figuren viser princippet i forskernes specialbyggede “vandlgbeband” - pa fagsproget kaldet et svemmespirometer. Det ma-
ler en zebrafisks optag af oxygen ved hjeelp af en lille sensor placeret i vandet, mens vandstremmen kan bestemmes af en
propel koblet til en motor. Fiskene tvinges til at svsamme ved meget lav hastighed for at male fiskens optag af oxygen under
hvile (hvilestofskiftet) eller ved maksimal hastighed (malt i kropsleengder per sekund) for at male det maksimale stofskifte.

Hvilestofskifte Maksimalt
stofskifte
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Graferne viser, at zebrafisk uden myoglobin-genet (data vist med rad) har et lavere oxygenforbrug under hvile, svsmmer
hurtigere, har samme maksimale oxygenforbrug (maksimal stofskifte) ved maksimal hastighed og taler oxygenmangel
bedre (lavere PO,crit) sammenlignet med ikke-genmodificerede zebrafisk (bla). POo.qit angiver det oxygenniveau i vandet,

hvor fisken ikke laengere kan opretholde sit hvilestofskifte og derfor overgar til anaerobt energistofskifte, hvor energi pro-
duceres uden oxygen. Stjernerne over datapunkterne angiver i hvilken grad, der er signifikant forskel pa de to grupper.
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At hun skulle ende i Danmark, er
ikke helt sa tilfeeldigt, som det lyder.
Hendes mor er nemlig dansk, mgdte
hendes far i Italien og flyttede siden
til Syditalien, hvor de stadig bor.

»Da jeg blev faerdig pa universitetet i
Parma, blev jeg ansat i Napoli, hvor
jeg blandt andet undersggte, hvordan
antarktiske fisk kan klare sig i et miljg
med en konstant temperatur under
frysepunktet. Det var her, jeg blev in-
teresseret i sammenhaengen mellem
oxygen og veev,« siger hun.

1 1993 rejste hun til Danmark, hvor
hun fik en midlertidig forskerstilling
pa Aarhus Universitet. Det stod dog
hurtigt klart for hende, at hun ikke
ville rejse tilbage til Italien.

»Jeg elskede det her. | Danmark var
det muligt at sgge fondsmidler, selv-
om man er en ung forsker. Forsknin-

Hans Malte star her med det specialbyggede vandlgbeband - kaldet et svgmmespirometer.

gen i zoofysiologi i Aarhus, som mine
interesser hgrte under, var desuden i
verdensklasse. Sa jeg blev, fik senere
min egen forskningsgruppe og blev
professor i 2015.«

En overraskende opdagelse
Overfor laboratoriet, pa den anden
side af en gang, som er fyldt med
gamle arkivskabe og udstoppede

dyr, ligger Angela Fagos kontor. Pa
dgren haenger forsider fra nogle af de
videnskabelige publikationer, hendes
forskning har vaeret publiceret i. P4
reolen bag skrivebordet star ringbind
og bgger i en sirlig orden.

Hun forteeller, at hun for alvor fik gj-
nene op for myoglobin, da flere forsk-
ningsgrupper rundt omkring i verden i
slutningen af 1990’erne publicerede
overraskende resultater. Ny gentek-
nologi havde gjort det nemmere og
billigere at deaktivere det gen, der
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baerer pa opskriften pa myoglobin

i mus. Nu kunne man endelig med
sikkerhed sla fast, hvilken rolle myog-
lobin spiller. Troede man.

Forskningsgrupperne regnede med,
at de genredigerede mus ville blive
sma, svagelige og maske ikke na
voksenalderen, inden de dgde. Men
de tog fejl, forklarer Angela Fago.

»Nogle af musene dgde, men langt
de fleste overlevede. Det viste sig, at
musene kunne klare sig med oxygen
udelukkende fra blodomlgbet. Nogle
havde lidt stgrre hjerter, men ellers
var der ingen forskel fra de normale
mus,« siger hun.

»Pludselig anede vi ikke, hvilken
rolle proteinet spiller. Det var enormt
speaendende, og siden da har jeg vee-
ret optaget af at lgse mysteriet om,
hvad myoglobin egentlig gar i dyr.«

Foto: Andrea Lif Benediktsdottir, AU Foto
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Sammen med forskere fra Institut
for Molekylaerbiologi og Genetik pa
Aarhus Universitet og to ph.d.-stu-
derende, Rasmus Hejlesen og Ciska
Bakkeren, designede hun en reekke
forsgg med zebrafisk, hvor myog-
lobin-genet var sat ud af spil. Hun
habede, at fiskene kunne give nogle
klare svar.

»Vi valgte zebrafisk af flere grun-
de. De er billigere at have, de
formerer sig i en fart og vok-

ser lynhurtigt op. P& den made
kan man komme gennem flere
generationer og undersgge en
reekke forskellige ting pa nogle
maneder.«

Troede at fiskene ville synke
udmattede til bunds

En anden fordel ved zebrafiskene
er, at man nemt kan tvinge dem
til at svsgmme. En mus er derimod
sveer at tvinge op i hamsterhjulet,
hvis den ikke vil.

»Vi designede vores fiskelgbe-
band sadan, at fiskene er ngdt til
at svgmme mod vandstrgmmen.
Hvis ikke, bliver de presset tilbage
mod et plastikgitter,« siger Angela
Fago.

Svemmespirometret gav professo-
ren og hendes to ph.d.-studerende
mulighed for at undersgge, hvad
der sker med en zebrafisk uden
myoglobin, nar den bliver presset til
det yderste. Noget, som ikke havde
veeret muligt med musene.

»Vi troede, at fiskene hurtigt ville

blive udmattede, nar de mangle-

de myoglobin. Men i kampen mod
den steerke strem, klarede de sig
mindst lige s& godt som de norma-
le fisk. De sank ikke udmattede

til bunds, men svgmmede blot
videre, og kunne endda svgmme
hurtigere. Det var ret vildt at se -
og ganske overraskende. Nu ved vi
med sikkerhed, at myoglobin ikke
spiller en rolle i forhold til at sgrge
for ekstra oxygen til hjertet. | hvert
fald ikke i zebrafisk, siger Angela
Fago.

Sensoren i vandstrammen kunne
desuden male, hvor meget oxygen
fisken optog fra vandet, nar den
svgmmede - og de genmodificere-
de fisk trak heller ikke mere oxygen
ind i geellerne.

»Det blev vi meget overraskede over
at se. Det betyder, at fiskene ikke
engang behgver at kompensere ved
at treekke mere oxygen ind i blodet,«
siger hun.

Spiller maske vigtig rolle i
fosterstadiet

Hvis myoglobin ikke fungerer som
en slags reservetank med ekstra
oxygen, hvilken rolle har den sa?
Det er det helt store spgrgsmal, som
Angela Fago og hendes ph.d.-stude-
rende Ciska Bakkeren nu prgver at
besvare. Og de har en teori.

»Vi tror, at myoglobin spiller en vigtig
rolle i den embryonale udvikling hos
dyr og mennesker. Proteinet far mu-
ligvis de forskellige celler i hjerte-
og muskelveev til mere effektivt at
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differentiere sig til de celletyper, der
er brug for, mens veev og organer
bliver bygget,« siger ph.d.-studeren-
de Ciska Bakkeren.

Det er sveert at undersgge, hvad
der preecist sker inde i embryonet.
Heldigvis har voksne zebrafisk
ogsa evnen til at regenerere dele
af dets hjerte. For at gare det, er
fisken dog ngdt til at spole cellerne
tilbage til et tidligere stadie, hvor
de endnu ikke er specialiserede -
ligesom de er i embryonet. Og det
giver de to forskere en mulighed
for at undersgge, om deres teori
holder.

»Det er faktisk muligt at klippe en
smule af zebrafiskens hjerte, sy
fisken sammen igen og observere,
hvad der sker,« forklarer Angela
Fago og fortseetter:

»Vores tidligere ph.d.-studeren-

de Rasmus Hejlesen - der nu er
postdoc i Edinburgh - har under

et forskerophold i USA fundet ud
af, at de normale zebrafisk skruer
ned for deres myoglobinproduktion,
nar de skal regenerere hjerteveev.
Det tyder pa, at cellerne dermed
far mulighed for at spole tilbage.
Nar de begynder at specialisere sig
igen, bliver der dog skruet op for
myoglobinet.«

Nar vi mennesker ikke kan re-
generere dele af vores hjerte,
skyldes det maske, at vi ikke
kan skrue ned for myoglobin-
produktionen pa samme made
som zebrafisken.

»Noget tyder pa, at myoglobin
kommer med en pris. Det sgrger
for et velfungerende hjerte, der kan
generere en masse energi, men du
mister evnen til at regenerere det.
Maske kan vi udnytte de her meka-
nismer i zebrafisk til nye former for
hjertebehandlinger af mennesker
engang ude i fremtiden,« siger An-
gela Fago og slutter:

»Hvem ved. Maske kan vi ompro-

grammere vores celler til at regene-
rere hjertevaev, nar vi bedre forstar,
hvordan myoglobin virker.« u



