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Manetens grona ljus revolutionerade biovetenskapen

Ndr japanen Osamu Shimomura under 60-talet bérjade studera den sjilvlysande maneten Aequorea
victoria hade han inte en aning om vilken vetenskaplig revolution det skulle leda till. Trettio dr senare
tog Martin Chalfie hjilp av manetens gront fluorescerande protein for att studera livets minsta bygg-
sten, cellen. Idag foljer forskare tidigare osynliga biologiska forlopp med hjdlp av Roger Y. Tsiens proteiner,
som lyser i alla regnbdgents férger.

Nir forskare utvecklar metoder som hjdlper dem att se tidigare osynliga saker, har forsk-
ningen alltid tagit ett sprang framat. Nar, till exempel, Anton van Leeuwenhoek pa 1600-talet
uppfann mikroskopet 6ppnades en helt ny virld. Datidens vetenskapsmén kunde plétsligt se
bakterier, spermier och blodceller. Sddant som de tidigare inte ens visste fanns.

Arets Nobelpris i kemi giller en liknande effekt pa vetenskapen. Det grint fluorescerande protei-
net, GFP, har under det senaste decenniet bokstavligen fungerat som en ledstjarna foér bioke-
mister, biologer, medicinare och andra forskare. Proteinets starka, klargrona farg framtrader
1 UV-lampans sken. Det hjidlper bland annat forskare att f6lja hur cancertumérer vixer och
sprider sig, hur Alzheimers sjukdom breder ut sig i hjarnan och hur sjukdomsframkallande
bakterier forokar sig 1 kroppen.

An mer intressant for forskarna ir att kunna félja foérlopp inuti enskilda celler. Kroppen
bestar av manga biljoner celler — allt ifrdn pumpande hjartmuskelceller, till insulinproduce-
rande betaceller eller makrofager som oskadliggor ovialkomna bakterier. Ju mer forskarna vet
om en celltyp — hur den utvecklas och fungerar — desto stérre dr chansen att de kan utveckla
vilfungerande likemedel med minimala biverkningar.

Men att studera cellmaskineriet ar svart. Celler gdr visserligen att se i ett mikroskop; de dr
cirka 0,02 millimeter stora. Daremot ar det omojligt att i ett vanligt l[jusmikroskop detaljstu-
dera cellens byggstenar: proteiner, fetter, kolhydrater och andra molekyler. An svirare ir det
att folja de kemiska forloppen i cellen. Men det dr pd den detaljnivdn som forskarna maéste
jobba. Till exempel — forst nir forskarna pd molekylnivd forstdr hur celler pdbérjar nybild-
ningen av blodkirl, kan de ocksd hindra cancertumérer fran att bilda ett nirande och syre-
givande kirlsystem.

Cellens kemiska forlopp dr noggrant reglerade och de flesta styrs av proteiner — det finns tio-
tusentals olika proteiner med olika funktioner. Genom att koppla GI'P till ndgot av dessa kan
forskarna skaffa sig avgorande kunskaper om just det proteinet; i vilka slags celler det finns;
hur det vandrar och vilka andra proteiner det vixelverkar med. Tack vare det grona ljuset kan
forskarna nu folja proteinets rorelser med hjilp av mikroskop.

Shimomura fiskar efter lysande material

GFP dr idag ett standardverktyg for tusentals forskare virlden 6ver. Vigen fram till dagens
omfattande anvindning av GFP borjar egentligen i Japan decenniet efter andra virldskriget.
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Osamu Shimomuras gymnasieutbildning spolierades mer eller mindre av kriget, och efter-
verkningarna av atombomben som failldes ver Nagasaki forstorde mycket av hans universi-
tetsutbildning. Men 1955 fick han anstidllning som assistent hos professor Yoshimasa Hirata
vid Nagoyauniversitetet. Hirata satte honom pé ett hogriskprojekt — att forstd vad som far
resterna av det krossade blotdjuret Cypridina att lysa nar de fuktas med vatten.

Det kan tyckas méarkligt att Hirata gav en oerfaren assistent ett s svart jobb. Men risken att
misslyckas var stor. En ledande amerikansk forskargrupp hade under l&ng tid utan framgéng
forsokt isolera materialet. Hirata ville darfor inte sidtta en doktorand, som var beroende av
lyckade forskningsresultat for att nd doktorstiteln, pad uppgiften.

1956 hade Shimomura mot alla odds materialet 1 sin hand. Det visade sig vara ett protein som
lyste 37 000 gdnger starkare dn det krossade blotdjuret. Efter att ha publicerat resultaten rekryte-
rades Shimomura till toppuniversitetet Princeton i New Jersey, USA, av en imponerad professor,
Frank Johnson. I avskedspresent sdg professor Hirata till att Shimomura férdrades en doktorsgrad
— en ovanlig hindelse dd han egentligen inte var antagen som doktorand vid universitetet.

Efter en lang resa over Stilla havet och den amerikanska kontinenten tog Shimomura 1960 itu
med nidsta naturligt sjdlvlysande material. Denna géng frdn maneten Aequorea victoria, vars

yttersta kant lyser 1 gront nar maneten skakas om.

(a) Maneten Aequorea victoria lever i havet utanfor den amerikanska vistkusten. (b och ¢) Manetens sjdlvlysande organ ligger
ldngs den paraplyformade kroppen.

Hela sommaren 1961 samlade Shimomura och Johnson maneter i Friday Harbor pd den ame-
rikanska vistkusten. De klippte av maneternas kanter och pressade dem genom ett filter till
en flytande vitska. En dag nidr Shimomura hillde ut lite filtrerad vitska i vasken flammade
den till i en stark blixt. Snart insdg han att det var havsvatten i vasken och att kalciumjoner
fran det orsakade den kemiska reaktionen. Men, forvidnande nog, var blixten inte gréon som
manetens kanter. Istillet var den bla.

Johnson och Shimomura samlade rdmaterial hela sommaren. Med sig hem till Princeton hade de
extrakt fran cirka 10 000 maneter. Det tog dem ndgra manader att, fran vitskan, rena fram négra
blygsamma milligram av det bldlysande materialet; ett protein som de dopte till aequorin.

Fluorescerar gront i UV-ljus

I den vetenskapliga publikation dar Shimomura och Johnson &r 1962 beskriver framstéllnings-
processen av aequorin nimner de ocksd att de har isolerat ett protein som dr l4tt gronaktigt
1 solljus, gulaktigt i skenet av en glodlampa och gronfluorescerande under UV-ljus. Det ar
forsta gdngen som ndgon beskriver GI'P. Shimomura och Johnson kallar det f6r gront protein,
men det dops senare om till gront fluorescerande protein.
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Det gront fluorescerande proteinet, GFP, bestdr av 238 aminosyror
som sitter sammankopplade i en Idng kedja. Den veckar sig till

formen av en dlburk. Inne i 6lburksstrukturen formar aminosyrorna
65, 66 och 67 den kemiska grupp som absorberar bldtt och ultravio-
lett ljus och fluorescerar i gront.

Under sjuttiotalet tittade Shimomura ndrmare pd GFP:s fluorescens. Han visade att GFP
innehdller en speciell kromofor, en kemisk grupp som absorberar och skickar ut ljus. Nar UV-
ljus eller blatt ljus traffar GFP-kromoforen suger den upp energin i ljuset, vilket kallas for att
den exciteras. I nista steg gér kromoforen sig av med energin. Den sidnder ut ljus, men nu 1
det grona vaglingdsomrédet.

Det hir dr forklaringen till varfér maneten och aequorin lyser i olika farger. I maneten
omvandlar helt enkelt GI'P:s kromofor det blé ljuset frdn aequorin till gront ljus.

Det som édr sd revolutionerande med GFP dr att proteinet inte behover ndgra tillsatser for att
lysa, till skillnad frdn aequorin och andra sjidlvlysande proteiner, som kraver stindig tillforsel
av energirika molekyler. Det riacker att bestrdla GFP med UV-ljus eller bldtt ljus. Ljuset gar
inicellen och triffar GFP, som lyser gront. Hade forskarna behovt tillsidtta en kemikalie hade
de behovt spruta in den i cellen — en process som bade kan stéra cellen och som dr svir att
genomfora med tanke pd den mikroskopiska skalan.

Chalfie far en lysande idé

Arets andra Nobelpristagare 1 kemi, Martin Chalfie, fick for forsta gdngen hora talas om det
gronlysande proteinet &r 1988 under ett seminarium om sjdlvlysande organismer vid Columbia-
universitetet 1 New York, dar han jobbade. Nar Chalfie fick reda p& att det fanns ett protein som
lyste 1 sig sjalv blev han exalterad.

Till vardags arbetade Chalfie med den millimeterstora rundmasken Caenorhabditis elegans —
en av vdrldens mest studerade organismer. Trots att den bara bestar av totalt 959 celler har
den en hjdrna, den aldras och den parar sig. Dessutom ir en tredjedel av rundmaskens gener
besliktade med ménniskans gener. Sist men inte minst dr C. elegans genomskinlig. Darfor dr
det litt for forskarna att studera rundmaskens organ i ett vanligt ljusmikroskop.

Under seminariet 1988 insdg Chalfie att det gronfluorescerande proteinet skulle vara ett fan-
tastiskt verktyg i kartldggningen av rundmasken; det skulle kunna fungera som en gronly-
sande signal for olika hindelser 1 rundmaskens olika celler.

For att forstd Chalfies tankegdng fullt ut behéver man veta ndgra grundliggande saker om
cellbiologi. Som vi skrev tidigare sd utfor olika proteiner nédstan allt arbete 1 en cell och det
finns tiotusentals proteiner i kroppen. Trots att de fyller s& manga olika funktioner, dr alla
proteiner uppbyggda pd samma sitt. De bestar av 20 olika typer av aminosyror som sitter
sammankopplade 1 ldnga kedjor. Det som skiljer proteinerna at dr lingden pad kedjan, ord-
ningsf6ljden pd aminosyrorna och hur kedjan veckar sig.
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Ritningen for hur ett protein ska se ut —1i vilken ordning de olika aminosyrorna ska samman-
fogas och hur lang kedjan ska vara — finns 1 generna. Varje gen ir i regel en beskrivning av
ett protein. Nar ett protein behovs 1 en cell slds genen pé, vilket leder till att cellen tillverkar
det dnskade proteinet.

Till exempel, nar du har itit en stor pdse godis och far en blodsockerchock, aktiveras insu-
lingenen 1 bukspottkortelns betaceller. Alla celler 1 kroppen har insulingenen 1 sikert forvar
inuti sin cellkdrna. Men det dr bara betacellerna som reagerar pd sockerhalten och bérjar
producera insulin. Strombrytaren for genen, som kallas promotorn och sitter 1 nidrheten av
genen 1 arvsmassan, slds pd. Nir promotorn dr aktiv borjar insulingenen att kopieras. Det 4r
som att kopiera en virdefull gammal bok som ligger i ett brandsikert forvaringsutrymme.
Kopian behovs for att cellen ska fé tillgdng till genritningen och kunna lisa den.

ON & OFF

Arvsmassan, allt vdrt DNA, ligger vil skyddad DNA&U%&M}\&
inuti cellens kdrna. Néir en gen slds pd kopieras RNA (genkopion

genens information. Kopian utgérs av en moleky! g

som heter RNA. Genkopian férs ut i cytoplasman, R
cellens verkstad, ddr ett komplicerat maskineri,

ribosomen, ldser av informationen steq for steg. Protein (insulin)
Utifran vad ribosomen "ldser”, kopplar den ihop b;m%‘%m‘
aminosyror till ett protein.

Kopian av insulingenen fors frin cellkdrnan ut i cellens verkstad, cytoplasman. Dir anviands
genkopian som en mall fér att sammanfoga aminosyror sd att de bildar proteinet insulin.
Insulinet skickas sedan ut i blodet dir det bland annat fastnar pd muskel- och fettceller, som
tar upp socker ur blodet och lagrar det i sina depéer.

Chalfies idé var att han, genom att koppla samman genen fér GFP med olika genstrémbry-
tare eller med gener for andra proteiner, skulle kunna se under vilka omstidndigheter och i
vilka celler som olika genstrombrytare var aktiva och var olika proteiner tillverkades. Det
grona ljuset skulle fungera som en signal for olika hindelser.

En ovantad upptackt

For att prova sina idéer var Chalfie tvungen att ha tag i genen for GI'P. Efter lite efter-
forskningar fick han reda pa att Douglas Prasher, vid Woods Hole Oceanographic Institution i
Massachusetts, redan hade borjat leta efter GFP-genen i arvsmassan hos Aequorea victoria.
Chalfie kontaktade Prasher och bad honom héra av sig om han lyckades isolera den ritta
genen. P4 forskningssprdk kallas detta for att klona en gen; forskarna isolerar genen fran
en organisms arvsmassa och sitter, med genteknikens hjilp, in den i en mer litthanter-
lig, encellig organism. Vanligtvis anvdander forskarna en vanlig tarmbakterie som kallas
Escherichia coli. Sedan kan de forvandla bakterien till en proteinfabrik; de aktiverar den
fraimmande genen sd att bakterien tillverkar det frimmande proteinet.

Prasher skickade sd smaningom GFP-genen till Chalfie. Han i sin tur instruerade en doktorand,
Ghia Euskirchen, hur hon skulle forsoka fa E. coli att tillverka GFP.
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Ungefir en manad senare kallade Euskirchen pd Chalfie — hon hade lyckats! I mikroskopet
kunde de se bakterier som lyste grona nir de bestrdlades med UV-ljus. Upptickten ligger till
grund for dagens revolutionerande anvindning av GFP. Men den var helt ovintad.

Den vedertagna kunskapen sa nimligen att naturliga fluorescerande molekyler och pigment
—de molekyler som ger blommor, fiskar och andra organismer sin farg — tillverkas i flera steg
i cellerna. For varje steg krivs ett protein som styr den kemiska framstillningen. Mdnga
experter trodde darfor att det behévdes flera olika proteiner for att tillverka kromoforen i
GI'P. Men Chalfies och Euskirchens experiment visade att det antagandet var felaktigt —inga
andra proteiner 4n GFP behovdes.

I nidsta steg satte Chalfie genen bakom en promotor som framfoérallt dr aktiv i C. elegans
kinselnervceller, som dr sex till antalet. Resultaten publicerade han och hans kollegor i den
vetenskapliga tidskriften Science 1 februari 1994. Pa framsidan av Science den veckan kunde
lasarna se en mikroskopibild av C. elegans, dar kdnselnerveellernas kroppar och 1anga utskott

—»—» ;—»0

Med genteknikens hjdlp placerade Chalfie genen for GFP bakom en genstrémbrytare som dr aktiv i C. elegans sex kdnselnerv-
celler. Sedan sprutade han in DNA-konstruktionen i kénskortlarna pd en vuxen mask (a). Masken ér hermafrodit och kan befrukta
sig sjdlv. | flera av dggen som masken ldgger finns GFP-genen (b). Aggen delar sig och formar en ny individ, vars kdnselnervceller
lyser i gront under UV-lampans sken (c och d). Pd bilden visas tvd av dessa (e).

lyste starkt i gront.

a b

Tsien ger paletten alla regnbagens farger

Hir gor arets tredje nobelpristagare, Roger Tsien, entré. Hans storsta bidrag till GFP-revolu-
tionen dr att han utdkade forskarnas fluorescerande palett sd att den inkluderar manga fler
farger, som lyser starkare och lidngre.

Till en borjan kartlade Tsien hur GFP-kromoforen bildas kemiskt i det 238 aminosyror linga
proteinet. Forskare hade tidigare visat att det dr tre aminosyror i position 63, 66 och 67 som
reagerar kemiskt med varandra och formar kromoforen. Tsien visade att den kemiska reaktionen
kraver syre och forklarar hur den kan ske utan hjilp fran andra proteiner.

I nista steg bytte Tsien, med genteknikens hjilp, ut olika aminosyror i olika delar av GFP. Det
hir ledde till att proteinet badde absorberade och skickade ut ljus i andra delar av spektrumet.
Genom att laborera med aminosyrasammansittningen férdjupade Tsien forstdelsen av GI'P.
Kunskapen anvinde han sedan for att utveckla nya varianter av GFP som lyser starkare och
1 helt andra férger, till exempel cyanbldtt, blatt och gult. Darfor kan forskare nu mirka olika
proteiner i olika farger for att se om de samspelar med varandra.
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En fiarg som Tsien dock inte lyckades fa fram fran GIFP var rod. Rott ljus skiner ldttare genom
biologisk vivnad och dr darfor sdrskilt anviandbart nir forskare vill studera celler och organ
inne 1 kroppen.

Hir fick GFP-revolutionen hjdlp pa traven av tvd ryska forskare, Mikhail Matz och Sergey
Lukyanov. De borjade soka efter GFP-liknande proteiner hos fluorescerande koraller och hit-
tade sex olika proteiner. Ett rott, ett gult och resten grona.

Det mest atravirda av dessa var det roda, som doptes till DsSRED. Men det réda proteinet var
storre och klumpigare dn GFP. DsRED bestod av fyra aminosyrakedjor, istédllet f6r bara en,
och var darfor inte anvindbart som fluorescerande markor 1 biologiska processer. Det problemet
loste Tsiens forskargrupp. De fordndrade DsRED sd att proteinet nu ér stabilt och fluorescerar
som en enda aminosyrakedja och darfor litt gér att koppla till andra proteiner.

Irén detta mindre protein har Tsiens forskargrupp ockséd utvecklat proteiner med ldskande
namn som mPlum, mCherry, mStrawberry, mOrange och mCitrine, allt efter vilken firg de
lyser med. Flera andra forskare och féretag har ocksé bidragit med nya fargklickar till palet-
ten. S&, idag, 46 &r efter att Shimomura for forsta gdngen skrev om den gront fluorescerande
proteinlosningen, finns det GFP-liknande proteiner som lyser i alla regnbagens férger.

The brainbow

I ett spektakuldrt experiment har forskare anvint tre av dessa proteiner. De genmodifierade
moss sd att nerveeller 1 deras hjiarna tillverkade olika médngder av fargerna gult, cyanblatt och
rott. Fargkombinationen liknar den som fiargskrivare anviander. Resultatet blev en mushjdrna
som 16s 1 regnbdgens farger och dir forskarna kunde f6lja tridarna fran enskilda nervceller i
hjdrnans tédta nédtverk. Forskarna kallade experimentet “the brainbow”.

Forskare vid Harvarduniversitet i USA har férglagt nervcellerna i en mushjdrna sd att de fluorescerar i alla regnbdgens fdrger.
Nervcellerna tillverkar olika mycket av tre olika GFP-liknande proteiner som fluorescerar i gult, cyanbldtt och rétt, ungefdr
samma férger som en férgskrivare anvinder. Pd sd sitt har forskarna kunnat se hur de enskilda nervcellerna i hjdrnan fldtar
sig samman till ett ndtverk. Foto: Livet et al (2007) Nature 450 56-63.

GFP-sensor for arsenik och tungmetaller

Det gront fluorescerande proteinet kan ocksd anvindas for rena biotekniktillimpningar —
bland annat for att detektera arsenik i vattenbrunnar. Det dr ett gigantiskt problem i stora
delar av Sydostasien, dir naturligt férekommande arsenik orsakar virldens storsta just nu
pagdende giftkatastrof. Forskarna har genmodifierat arsenikresistenta bakterier sa att bakte-
rierna i ndrvaro av arsenik borjar lysa gront. Forskare har ocksd modifierat andra organismer
sd att de fluorescerar gront i ndrvaro av sprangamnet trinitrotoluene (TNT) eller tungmetal-
lerna kadmium eller zink.
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Ett mysterium kvar att I6sa

Niar Osamu Shimomura boérjade studera sjalvlysande organismer i haven ville han forstd vad
som fick dem att lysa. Det &r ett typexempel pd hur férutsittningslos grundforskning kan leda
till en ovidntad vetenskaplig revolution.

Trots allt vi vet idag om GIP sd finns det fortfarande ett mysterium kvar att 16sa — varfor lyser
maneten Aequorea victoria? Manga havslevande organismer anvinder ljuset fran sjilvlysande
proteiner for att forvilla fienden, for att locka till sig foda eller for att attrahera en partner.
Men ingen vet vad som under evolutionens géng har drivit Aequorea victoria att utveckla
aequorin och GFP. Den fragan dterstdr.

LANKAR OCH LASTIPS

Mer information om arets priser, bland annat en vetenskaplig bakgrundsartikel pa engelska, finns pa Kungl. Veten-
skapsakademiens webbplats, www.kva.se, och pa http://nobelprize.org. Dar kan man ocksa se presskonferensen
som webb-TV. Mer information om utstallningar och aktiviteter kring Nobelprisen finns pa www.nobelmuseet.se.

Bocker (pa engelska)

Pieribone, V., Gruber D. F., A Glow in the Dark. 2005, Cambridge, Massachusetts, och London, England,
The Belknap Press, Harvard University Press
Zimmer M., Glowing Genes. 2005, Amherst, New York, Prometheus Books

Vetenskapliga 6versiktsartiklar (pa engelska)

Shimomura, O. (2005) The discovery of aequorin and green fluorescent protein. Journal of Microscopy 217 3-15
Shaner, N.C. et al. (2008) Improving the photostability of bright monomeric orange and red fluorescent proteins.
Nature Methods 5 545-551

Lank

En hiv-infekterad cell som tillverkar GFP-markta viruspartiklar (grona prickar), film:
www.nature.com/nature/journal/v454/n7201/suppinfo/natureo6998.html
Webbplats om GFP-revolutionen: www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1.htm
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