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Af Carsten R. Kjaer,
Aktuel Naturvidenskab

SPOT PA
LIVETS MOLEKYLER

Et elektronmikroskop er som udgangspunkt ikke velegnet
til at undersgge biologiske molekyler som proteiner.
Men det har arets tre nobelpristagere i kemi lavet om pa.

Til venstre ses den fagrste 3D-model af proteinet bacteriorhodopsin, som Richard Henderson publicerede
i Nature i 1975. 1 1990 publicerede han en struktur i atomar oplgsning af samme protein (th).

mag pa ordet cryo-elek-

tronmikroskopi. Det lyder

maske ngrdet, men det er

en Nobelpris veerd. Kort
fortalt kan man med denne teknik
skabe tredimensionelle billeder af
biologiske molekyler med atomar
oplgsning. Og evnen til at kunne
gore det har haft sa stor videnska-
belig betydning, at tre hovedmeend
bag udviklingen af teknikken,
Jacques Dubochet, Joachim Frank
og Richard Henderson, i ar har
modtaget Nobelprisen i kemi for
deres indsats.

Et grundvilkar for al mikroskopi er,
at man ikke kan se noget, der er
mindre end bglgeleengden af det

lys, man undersgger sin prgve med.

Derfor kan almindelige lysmikro-
skoper ikke “se” objekter mindre
end 400-700 nanometer. For at
se mindre strukturer kan man i
stedet bruge rgntgenstraling. Men

hvis man undersgger biologiske
molekyler som proteiner, er det en
udfordring, at de bliver gdelagt af
stralingen. Det problem kan lgses,
hvis man kan fa proteinerne til at
danne krystaller. Og det er baggrun-
den for teknikken rantgenkrystal-
lografi, som har veere brugt til at
afslgre strukturen af mange biologi-
ske molekyler - blandt andet DNA,
store proteiner og viruspartikler. |
starten af 1980’erne kom endnu en
teknik til, nemlig nuklearmagnetisk
resonans spektroskopi (NMR). Med
denne teknik kan man studere min-
dre biologiske molekyler i bade fast
form og i oplgsning og ogsa tilga
dynamiske strukturer og deres vek-
selvirkning med andre molekyler.

De to metoder har veeret meget
succesfulde, men som alle metoder
har de ogsa begreaensninger. Under-
sgger man biologiske molekyler i
oplgsning med NMR, virker meto-
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den kun godt for relativt sma prote-
iner, og der kreeves store maengder
i hgj koncentration. Og som naevnt
kraever rgntgenkrystallografi, at
biomolekylerne “fastfryses” i en
krystalstruktur. Det giver dermed
kun information om denne statiske
tilstand og lokal dynamik, mens
overordnet dynamik kun kan afdeek-
kes gennem mange individuelle
krystalstrukturer, der repraesen-
terer forskellige tilstande. Mange
biomolekyler kan slet ikke bringes
til at danne krystaller og kan derfor
ikke undersgges med rgntgenkry-
stallografi.

Gennembrud for
elektronmikroskopi

| 1970’erne kastede Richard Hen-
derson sin interesse pa elektronmi-
kroskopi som en alternativ teknik til
at undersgge de membranproteiner,
han var interesseret i. Et transmis-
sions-elektronmikroskop virker i



princippet som et lysmikroskop,
men i stedet for synligt lys, er det en
elektronstrale, der sendes gennem
prgven. For at opna billeder med
atomar oplgsning skal elektron-
stralen dog veere sa intens, at den
breender praven af. Desuden kree-
ver et elektronmikroskop, at prgven
befinder sig i vakuum, hvilket lyn-
hurtigt udtgrrer det biologiske mate-
riale, sa det kollapser og mister sin
struktur.

Henderson arbejdede med protei-
net bacteriorhodopsin, som er et lil-
la-farvet protein, der sidder indlejret
i cellemembranen og fanger energi-
en fra Solens straler hos organis-
mer, der udfgrer en simpel form for
fotosyntese. Det er faktisk disse
proteiner, der giver saltsger deres
farverige udseende, da det blandt
andet er saltelskende bakterier, der
har disse proteiner i cellemembra-
nen. Ved at undlade at isolere pro-
teinet, men i stedet lade det blive
siddende i membranen og deekke
hele molevitten med en oplgsning
af glukose for at beskytte mod
vakuum, lykkedes det Henderson
og kolleger at undersgge proteinet

i et elektronmikroskop. | 1975 kun-
ne forskerne praesentere en grov
3D-model af bacteriorhodopsins
struktur, og i 1990 havde de forfinet
teknikken i en grad, sa strukturen
nu var i atomar oplgsning.

Proteinet bacteriorhodopsin ud-
meerker sig ved naturligt at pakke
teet som velordnede, 2-dimensionel-
le krystaller i bakteriemembranen,
hvilket var en stor hjeelp for forsker-
ne i forhold til at afslgre dets struk-
tur. Et godt spergsmal var derfor,
om det var muligt at generalisere
metoden, s& man ogsa kunne ska-
be 3D-afbildninger af proteiner, som
var mere tilfeeldigt spredt i praven
og orienteret i forskellige retninger.

Billedbehandling og

vand pa glasform

Den udfordring kom den anden

af arets Nobelpristagere, Joachim
Frank, med en lgsning pa. Hans
bidrag til historien er udviklingen

af en metode, som kunne samle
informationen fra en masse billeder

Pristagerne

Jacques Dubochet (th) er fra Schweiz og er i dag eeresprofessor ved universitetet
i Lausanne. Joachim Frank (tv) er tysker og i dag professor ved Columbia Univer-
sity, USA. Richard Henderson (midt) er skotte og i dag programleder ved MRC
Laboratory of Molecular Medicine, Cambridge, England.

Princippet i Joachim Franks metode til billedanalyse

Tilfeeldigt orienterede proteiner
rammes af elektronstralen og
efterlader et spor pa billedet.

Computeren skelner mellem
sporene og den “uldne”
baggrund og placerer ensartede
spor i samme gruppe.

Ved at bruge tusinder af
de samme spor kan

computeren danne et m
hgjoplast 2D-billede.
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Computeren beregner,
hvordan de forskellige
2D-billeder relaterer sig
til hinanden og danner
derudfra en hgjoplast
struktur i 3D.
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Illustration: Jan Jarnestad/
Kungliga Vetenskapsakademien.

af enkelt-partikler af biomolekyler
som 2D-projektioner i alle mulige
orienteringer til at genskabe en
3D-rekonstruktion af partiklen. |
midten af 1980’erne publicerede
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Frank centrale applikationer af
denne metode til billedanalyse og
brugte den i 1990’erne til at lave de
fgrste modeller af den overordnede
form af ribosomet - en keempestor
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Jacques Dubochets “vitrifikations-metode”

Praven overfares til et
metalnet, og overskydende
materiale fjernes

Prgven danner en tynd film
over hullerne i nettet, nar
det dyppes ned i ethan ved

ca-190°

Vandet omkring praven
kommer i en glastilstand,
som efterfalgende holdes
nedkglet af flydende
nitrogen, mens der males i
elektronmikroskopet.

lllustration: Jan
Jarnestad/

Kungliga Vetens-

D) kapsakademien

Flydende
nitrogen

samling af molekyler, der populeert
sagt fungerer som cellens proteinfa-
brik. Disse studier har siden kunnet
drives til hgj oplgsning i mange
forskellige laboratorier og har givet
direkte information om atomare
strukturer af ribosomer i forskellige
funktionelle tilstande. Samme me-
tode anvendes i dag pa alle stagrre
biomolekyler.

At Frank lykkedes med sit foreha-
vende skyldtes blandt andet, at
den tredje nobelpristager, Jacques
Dubochet, forinden havde fundet
en generel Igsning pa den udfor-
dring, at biologiske molekyler tgrrer
ud i vakuum. Henderson havde
lgst problemet ved at beskytte
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prgven af cellemembraner med en
glukoseoplgsning - men den frem-
gangsmade dur ikke for vandoplg-
selige biomolekyler. Andre forskere
havde forsggt sig med nedfrysning
af praven, men de dannede iskry-
staller spredte elektronstralen i en
grad, sa billederne blev ubrugelige.
Dubochets lgsning blev at fryse
prgven som tynd film i flydende
ethan, hvilket sker sa hurtigt, at
vandet bliver fanget i en glastil-
stand i stedet for som iskrystaller.
Fordelen ved det er, at i glastilstan-
den er vandmolekylerne uordnede
ligesom i flydende vand, og det vil
derfor sprede elektronstralen jeevnt
og relativt svagt og skabe en ensar-
tet baggrund.

2017

Dubrochet genererede de ftziréte billeder
af vira omgivet af vitrificeret vand i
1984. Billede fra Nature 308: 32-36.

At bringe vanddraber pa glasform
var i sig selv en bedrift, som mange
forskere dengang troede umuligt.
Efter dette gennembrud i 1982 ud-
viklede Dubochet og kolleger hurtigt
fundamentet for den teknik, der i
dag stadig bruges til at forberede
praver til cryo-elektronmikroskopi
-eller cryo-EM, som det blot kaldes.

Cryo-EM i Danmark

Siden de tre nobelpristagere ud-
viklede de tre afggrende brikker til
cryo-EM, er teknikken til stadighed
blevet forfinet. | dag anvendes cryo-
EM vidt omkring, da teknikken har
en raekke fordele. Dubochets vitri-
fikations-metode (som den kaldes)
er relativt nem at bruge og kreever
kun meget sma prgvestarrelser. Pa
grund af den hurtige nedkeglings-
proces kan biomolekylerne stivhe
midt i deres aktivitet, og forskere
kan derfor tage billedserier, som
fanger forskellige dele af en proces
og viser, hvordan proteiner bevee-
ger sig og vekselvirker med andre
molekyler.

En praktisk udfordring er, at
elektronmikroskoper er store,
komplicerede og dyre apparaturer,
som de enkelte forskningsgrupper,
universiteter og virksomheder har
sveert ved at finansiere driften af.
Lige som for mange andre typer
storskala-anleeg til naturvidenska-
belig forskning som partikelacce-
leratorer og synkrotroner ser man
derfor i stigende grad, at cryo-EM
organiseres som faciliteter, der kan
understgtte mange brugere pa na-
tionalt eller internationalt plan. Det
kan ogsa blive tilfaeldet i Danmark,



Siden cryo-elektronmikroskopien blev opfundet er teknikken til
stadighed blevet bedre. Et stort fremskridt blev opnaet i 2013,
hvor en ny type elektrondetektor kom i anvendelse.

Billede: Martin Hogbom.
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Sadan ser et moderne cryo-elektron-
mikroskop ud. Pa billedet ses det
instrument, som er installeret pa Aarhus
Universitet. Foto: Lisbeth Heilesen.

< Oplgsning
for 2013

hvor Kgbenhavns Universitetet og
Aarhus Universitet har indgaet et
teet samarbejde omkring cryo-EM.
Centralt for dette samarbejde er der
installeret to topklasse mikroskoper
pa AU og KU med stgtte fra private

i strukturbiologi. Dette samarbej-
de stiler ogsa mod at danne en
national forskningsinfrastruktur, sa
cryo-EM-revolutionen kan udbredes
generelt til de danske forsknings-
miljger og vidensbaserede innova-

FALDSKZRM | FART PA ALSION

Vi inviterer alle fysikhold i det almene gymnasium og htx til Faldskeerm i
fart-konkurrencen pa Alsion i Senderborg torsdag den 7. december 2017
kl. 10-14.

Faldskeerm i fart pd SDU Senderborg er en konkurrence for gymnasier, hvor fysikklasser
pd alle niveauer er inviteret til at dyste med deres egne selvbyggede faldskeerme i de to
konkurrencediscipliner Premium Class Award og Innovation Award.

Tilmeldte klasser far tilsendt et Faldskeerm i fart-kit med undervisningsmateriale, der
kan anvendes i forberedelsen til konkurrencen, samt materialer og udstyr, der egner
sig til at konstruere sma faldskeerme af.

P& konkurrencedagen sendes faldskaermene ud i frit fald pa 12,5 meter inde i

universitetsbygningen Alsion. Der er flotte praemier til vinderne af de to konkurrence-
discipliner.

Tilmeldingsfrist er onsdag den 15. november.

Mere information og tilmelding finder du her:
www.sdu.dk/faldskaermskonkurrence

fonde til farende forskningsgrupper  tionsmiljger og industrier.

Videre leesning

Artiklen er baseret pa den
populeervidenskabelige
artikel They captured life in
atomic detail, publiceret pa
Nobelprisen hiemmeside.
www.nobelprize.org
Professor Poul Nissen,
Aarhus Universitet, har
venligst bidraget med kom-
mentarer og perspektiver.




