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Jagten pa en ny memb

Med nye mikroskopiteknikker, der kan optage flere tusinde billeder pr. sekund, kan forskerne
falge molekylernes bevaegelser i cellemembranen. Dette giver et utroligt detaljeniveau, men
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det er en udfordring at undga, at de anvendte teknikker pavirker resultatet.

t billede siger mere end 1.000 ord. Med en

ideosekvens kan man derfor fortzlle en hel del.
Dette gor sig ogsd geldende indenfor forsknin-
gen i cellemembraner. Her har de seneste 10-15 ars
udvikling indenfor nye computer- og mikroskopi-
teknikker muliggjort brugen af videomikroskopi og
fort helt ny viden med sig. Traditionelt indeholder
en video ca. 25 billeder pr. sekund, men man kan
i dag med hgjhastighedskameraer komme helt op
pa 50.000 billeder pr. sekund. Disse kameraer har
leenge veret brugt indenfor forskning i turbulens —
den store udfordring har veret at knytte teknolo-
gien sammen med moderne mikroskoper, hvor der
kigges pa meget sma storrelser.

En af de forskere, der har spillet en meget vesentlig
rolle og drevet denne udvikling fremad, er japaneren
Akihiro Kusumi. Han fik i begyndelsen af 90’erne
samlet et team pd over 20 forskere indenfor compu-
terteknologi, fysik, biologi samt optik. Malet var at
blive “seende i tid” p4 nanoskala-niveau. Den tekno-
logi, Kusumi og hans team havde i tankerne, skulle
kunne optage sekvenser langt hurtigere end gren-
serne for almindelig lysmikroskopi — i s& lang tid
som muligt og s hurtigt som muligt.

Kusumi-teamets banebrydende arbejde med helt
nye teknologier har givet resultat og skabt helt nye
indsigter og synsvinkler pa forskningen i cellemem-
braner, og har fart en rekke nye forskningsprojek-
ter med sig. Et af dem finder sted p4 Memphys —
Center for biomembranfysik ved Syddansk Univer-
sitet i Odense. Men lad os inden vi nar dertil tegne
et kort billede af forskningen i cellemembraner.

Cellemembraner i dag

Biologiske membraner udviser, selvom de blot er to
molekyler tykke, en helt utrolig kompleksitet — bade i
sammensztningen og i miden, de organiserer sig pa.

Cellemembraner er opbygget af fedtstoffer (lipi-
der), som har vandelskende hoveder og vandsky-
ende haler. Lipiderne organiserer sig i et dobbelt-
lag, s& de vender de vandskyende haler ind mod
centrum og de vandelskende hoveder mod cellens
indre og ydre.
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Membranen indeholder mange forskellige lipider
og desuden en masse proteiner, og det er ikke tilfel-
digt, at vi bruger det ubestemte “mange”, for ingen
ved pracist hvor mange. Det er en af membranens
mange ulpste gdder. Vi ved ikke, hvorfor der er s&
stor en diversitet af lipider og proteiner, og hvad det
betyder. Samtidig ved vi heller ikke, hvordan mem-
branens lipider og proteiner (samlet molekyler) for-
deler sig i membranen. Men det er det, vi forsoger
at finde ud af, da det er afggrende for at forstd de
biokemiske processer, der er knyttet til cellen som
fx transport af energi og materiale til cellen og ner-
veaktivitet.

Membranen definerer cellens afgrensning og kon-
trollerer al udveksling af stof og al kommunikation
mellem cellens indre og dens ydre omgivelser. Der
er tale om en yderst dynamisk struktur. Moleky-
lerne er i konstant bevagelse. Det er saledes ikke et
forskningsobjekt for “fastholdere”, da man skal tage
hejde for denne dynamik.

Traditionelt mente man, at proteinerne kunne
bevege sig frit rundt i lipidmiljget, der har en vis-
kositet, der er ca. 100 gange tykkere end vand sadan
ca. som olivenolie eller som vasken i en lavalampe.

Den frie tilfeldige bevegelse af molekylerne
opstar pd grund af termisk energi, dvs. Brown-
ske bevagelser (se box naste side). Men allerede i
70%erne og 80’erne vidste man godt, at frie Brown-
ske bevegelser og billedet af cellemembranen som
et ensartet hav med frit flydende proteiner ikke var
dzkkende. Foruden strukturer er der heller inden
koordination, s hvordan skulle cellen kunne
kommunikere med omverden uden at give mod-
stridende signaler? Spergsmaélet er nu, hvordan
samles de nedvendige proteiner til disse processer,
og hvilke krafter ligger der bag denne selektive
dynamik? Ved hjelp af bl.a. atomar kraftmikro-
skopi og fluorescensmikroskopi har man fundet
meget smd domaner med en anden viskositet end
den typiske i cellemembranen. Domanerne har et
forhgjet indhold af kolesterol og andre lipider, og
er dermed lidt tykkere end resten af celle-
membranen.



ranmodel

Meget kort fortalt mener man, at disse domaner
tiltrekker den rette sammensaztning af membran—
proteiner, som igen muligger de mange forskellige
processer, hvor cellerne modtager signaler og koor-
dinerer deres kommunikation og respons mellem
det interne og eksterne miljg. Det betyder, at vi
ikke blot har almindelig Brownsk diffusion, men
flere forskellige typer af diffusionsmenstre.

Der er forskellige bud pd domanernes storrelse
og varighed, men i et studie fra 2009 publiceret i
Nature, taler forskerne om domaner med en stor-
relse pd 20 nanometer, hvor membranproteinerne
opholder sig i omtrent 10-20 millisekunder.

Hopdiffusion

Og nu kan vi sd vende tilbage til Kusumi og hans

50.000 billeder i sekundet. Med adgang til disse

Brownske bevaegelser
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membranmodel fra
1972. Plasmamembra-
nens lipider og proteiner
flyder frit mellem hinan-
den uden nogen overord-
nede strukturer.

Brownsk
diffusion

Begraenset
diffusion

Plasmamembranens molekyler kan diffundere forskelligt
afhaengigt af membranens struktur. | Brownsk diffusion diffun-
derer molekylerne tilfeeldigt uden at veere pavirket af nogen
membranstruktur. | begreenset diffusion er molekylernes bevee-
gelse afgraenset til en del af membranen (det mgrke omrade). |
blandet diffusion diffunderer molekylerne frit i nogle omrader,
mens det i andre omrader er midlertidig begraenset.

Molekyler i en vandig oplgsning bevaeger sig passivt rundt i alle retninger som en dans helt uden regler eller rytme. De skubbes

af de omgivende molekyler. Disse beveegelser ses i form af et zig-zag-monster, som skyldes vandets termiske bevaegelser. Her-

ved skubber vandmolekylerne til de observerede molekyler, og de mange sammenstgad resulterer i dette bevaegelsesmgnster,

ogsa kaldet Brownske beveegelser.

lllustration fra Jean Baptiste Perrin, Les Atomes. Molekyler er
fulgt under mikroskopet og deres positioner er markeret hvert
30. sekund og fgjet sammen med enkle linjer. Perrins made
at repreesentere Brownske bevaegelser var blot én af mange,
men det var det den mest brugbare og blev anvendt i stort set
alle grene af naturvidenskaben, og den anvendes stadigveek.

2012

branen af en levende celle. Banen er optaget over cirka 1,5
sekunder og indeholder knap 3.000 bestemmelser af moleky-
lets placering. Farven indikerer tiden og gar fra violet til rad.
Som det ses, dannes der omrader af samme farve, hvilket sva-
rer til tider, hvor molekylet er indhegnet i et begraenset omrade.
Der er med andre ord tale om hopdiffusion.

(Fra Mathias P. Clausen og Christoffer Lagerholm, NanoLetters, 2013)
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Cytoskelettet danner i
folge Kusumi ganske
sma indhegninger i cel-

lemembranen, der kan

forklare hopdiffusion.

Hopdiffusion

Cellemembranen er i folge Kusumi opdelt i indhegninger,
som begreenser beveegelsesmgnstrene. Navnet hopdiffu-
sion kommer af, at proteinerne nu og da “hopper” gen-

nem indhegningerne.

nye og ekstreme tidslige oplosninger, opdagede
Kusumis team helt nye og ukendte diffusionsmen-
stre og konkluderede, at molekylerne i cellemem-
branen generelt bevager sig pd en helt anden méde
end hidtil antaget. Det betad ogsd, at domaner af
kolesterol og andre lipider ikke nedvendigvis er sva-
ret pa, hvordan cellen skaber proteinstrukturer. I
hvert fald ikke den eneste.

De proteiner og lipider, Kusumi undersegte, var
nemlig alle altid kortvarigt begrensede i deres
bevagelser til meget sma omrader. De kunne dog
undslippe disse indhegninger, men blot for at blive
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begrenset i en ny tilsvarende indhegning. Ifelge
Kusumi undslap molekylerne enten ved at springe
over forhindringen eller gennem kortvarige abnin-
ger. Vi kan derfor fgje et nyt diffusionsmenster til
de allerede kendte, nemlig sikaldt hopdiffusion.

Niér ingen har opdaget hopdiffusion i cellemem-
branen for Kusumi, skyldes det, at man med
almindelige videooptagelser hejst har kunnet
tids- og stedfeste en eller to positioner i hver ind-
hegning. Bevegelsen er dermed kommet til at

se mere fri ud end den egentlig er, nir man har
undersegt et storre omrade pga. statistikkens
udjevning. Kusumis indhegninger er nemlig eks-
tremt sméd og molekylerne er der kun i kort tid,
og som han smilende siger, sd kan der ske rigtig
meget pd 10 millisekunder — iszr i den moleky-

leere verden.

Hvad skaber s& denne hopdiffusion? Kusumis
videooptagelser og hans fortolkning af dem er, at
domanerne opstdr pa grund af cellens cytoskelet.
Cytoskelettet er et netverk af fibre, der understot-
ter membranen indefra og giver cellen dens facon.
Cytoskelettets opbygning og struktur svarer stor-
relsesmessigt til de indhegninger, der blev fundet i
Kusumis forseg.

Forskning pa kanten af det mulige
Kusumis hopdiffusion er blot en af mange nye
hypoteser, som har sin rod i tre afgprende forhold:

1) Vi kan merke enkelte molekyler med forskellige
farvestoffer og bruge dem som visuelle prober, og
pa den made folge deres dans gennem cellemem-

branen.

2) Vi har de nedvendige fintfelende optiske instru-
menter, som ggr det muligt at folge de markede
molekyler i ekstremt hgje rumlige og tidslige
oplesninger.

3) Vi har fiet sofistikeret software, som gor det
muligt at behandle de enorme datamangder og
reprasentere dem visuelt overskueligt og dermed
fortolke dem.

Men den hastige udvikling betyder ogsd, at det
er nodvendigt at oge fokus pd metoderne og sam-
arbejdsformerne. Der bliver forsket pd kanten

af det mulige. Bide rumlige og tidslige forhold
udsettes for hej grad af fortolkninger pd grund
af médleinstrumenterne, proberne, optikken og
softwaren.

Vi pavirker et miljg, cellemembranen, i en grad

sd det sandsynligvis har en stor indflydelse pa det
malte: Hvordan ser vi — hvad er virkeligt og hvad er
sakaldte artefakter, og repreesenterer vi det, vi ser,
rigtigt med vores software?



Kvanteprikker afslgrer beveegelse
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Teknikken Single Particle Tracking gar ud pa, at man ggr par-

tikler (i dette tilfaelde i cellemembranen) selvlysende og deref-
ter folger deres beveegelser gennem et seerligt mikroskop.
Der findes flere mader at maerke cellerne pa. Pa Memphys
har forskerne brugt kvanteprikker (pa engelsk: quantum dots),
som er nanokrystaller, der kan fluorescere - altsa udsende
lys. Man kan saette kvanteprikkerne fast pa enkelte lipider

eller proteiner i membranen, og pa den made kan man folge
molekylerne i et mikroskop.

For at fa det fluorescerende farvestof til at lyse, skyder man
energi ind i kvanteprikkernes elektroner. Man kalder det at
excitere dem, og det gares ved at lyse pa dem med blat lys fra
en kviksglv-lampe eller laser. Nar elektronerne exciteres,
kommer de op pa et hgjere energiniveau i forhold til deres
grundtilstand, men her bliver de ikke laenge. Snart falder elek-
tronerne tilbage til grundtilstanden, og nar de gor det, udsen-
der de et fluorescerende lys. Med et fluorescensmikroskop
kan man opfange lyset, og pa den made kan man fglge kvan-
teprikkernes bevaegelser i cellemembranen.

En stor fordel ved at bruge disse kvanteprik-prober er mulighe-
den for at lave multifarveeksperimenter, hvor man kan folge
forskellige typer af molekyler simultant, idet de maerkes med
signifikant forskellige farver. Multifarveeksperimenter er vig-
tige, fordi lipiderne og proteinerne danser i mange forskellige
tempi i cellemembranen, og pavirker hinanden konstant. Jo
flere molekyler, vi kan felge, jo mere indsigt far vi i de forskel-
lige bevaegelsesmganstre.
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Guldpartikel

> Kvanteprik

Antistof

Fluorofor

Relative storrelses-
forskelle mellem de
forskellige typer prober
anvendt i Kusumis forsgg
og forsggene ved
Memphys.

Mathias forklarer foto-
grafen om hopdiffusion
og STED-mikroskopi.
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Kvanteprikkerne pa Memphys

Her kommer forskerholdet fra Memphys pa Syd-
dansk Universitet ind i billedet. Kusumis forskning
er utrolig spendende, men rejser ogsd en del sporgs-
mdl, iser pa grund af metoderne.

For at kunne opni den store oplosning og de
mange billeder pr. sekund, har Kusumi benyttet
fotostabile guldpartikler med en storrelse pa ca.
50 nanometer. Det er en del storre end de prober,
man normalt bruger, som er nermere 10-20 nano-
meter. Sporgsmélet er derfor, om observationen

af hopdiffusion i virkeligheden skyldes guldpar-
tiklernes vekselvirkning med membranens egne
molekyler.

For at svare pa det spergsmal, har forskerne pa
Memphys benyttet smd fluorescerende nanokry-
staller (sakaldte kvanteprikker), der i sig selv ikke
er mere end 2-10 nanometer store, afhengig af den
farve de udsender. Men for at fi dem til at virke
hensigtsmessigt i biologiske omgivelser er de dog
beklaedt med yderligere lag, sd de er blevet 10-20
nanometer store. Habet er selvfolgelig, at de ikke
pavirker miljget og molekylerne i samme grad som
Kusumis guldpartikler. Prisen er her, at der ikke
kan optages 50.000 billeder pr. sekund, men det er
lykkedes forskerne at stedfeeste de markede moleky-
ler knap 2.000 gange i sekundet, hvilket er en kraf-
tig forbedring i forhold til tidligere optagelser med
lignende prober.

STED - fremtidig forskning

250 nm

Excitationslaser

| den fortsatte jagt pa at bestemme cellemembranens orga-
nisering anvender forskerne ved Memphys sig nu af en nyligt
udviklet teknik kaldet STED-mikroskopi. STED-mikroskopi er
en elegant og smart made at omga lysets diffraktionsgraense
pa. Diffraktionsgraensen medfgrer, at strukturer pa under ca.
250 nanometer ikke kan oplgses.

Med STED-mikroskopi kan man tage billeder af strukturer
med en oplgsning helt ned til 20 nanometer og dermed se

udsnit af cellemembranen i endnu storre detalje end tidligere.

Det har man ganske vist kunnet i mange ar med elektronmi-
kroskopi, men her kan man kun kunnet kigge pa dgde pree-
parater - ikke levende celler.
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STED laser

Resultaterne viste, at ogsd med disse mindre prober
finder der hopdiffusion sted, omend studiet ogsa
understreger, at der ved nogle af Kusumis mélin-
ger er introduceret fejl. Blandt andet overvurde-

rer Kusumi hastigheden af membranens molekyler
pga. de store guldpartikler. Ikke desto mindre ser
det altsd ud til, at membranens molekyler hopper
deres vej gennem membranen. Samtidig giver begge
studier ophav til nye spergsmil. Hvordan kan det
fx vare, at bade proteiner og lipider, der er place-
ret sidan i cellemembranen, at de ikke kommer i
kontakt med cytoskelettet, fordi de befinder sig pa
ydersiden af cellemembranen, ogsd hopper?

Maske er cytoskelettet som direkte fysisk barri-

ere ikke hele forklaringen p4 hopdiffusion. Andre
aspekter som cellens 3-dimentionelle topografi og
molekylere bindinger spiller nok ogsa en stor rolle,
og ma undersgges nermere.

Uvurderlig indsigt

Jagten pa en ny membranmodel er fascinerende

at folge med i, og med den enorme hastighed i
udviklingen af nye billeddannende teknikker og
dygtige forskeres fokus pd omridet, er vi forment-
lig teet pd et meget mere nuanceret billede af den
méde, cellerne kommunikerer med omverdenen
pa. Det er en indsigt, der er helt uvurderlig inden
for fx udviklingen af biomedicinske praparater,
hvor det er en noedvendighed, at medikamenterne
enten virker direkte pd cellemembranen eller kryd-
ser den for at virke inde i cellen. [

Som i alle andre former for fluorescerende mikroskopi excite-
res molekylerne med laserlys. Men problemet ved almindelig
mikroskopi er, at laserlyset exciterer for mange molekyler til,
at vi kan se enkelte molekyler. Derfor anvender man i STED-
mikroskopi endnu en laser, der de-exciterer molekylerne i en
donut-formet struktur. Kun de udvalgte molekyler i midten af
donuten forbliver exiteret, og oplgsningen er derfor meget
bedre. Ved at kombinere STED-mikroskopi med sakaldt FCS
(Fluorescence Correlation Spectroscopy), kan man samtidig
male dynamikken af membranmolekylernes bevaegelse med
en ngjagtighed pa under et millisekund. Forelgbige resultater
giver yderligere bevis for, at membranmolekyler er kortvarigt
begreensede pga. cellens cytoskellet.





