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Hvor sterk er en enkelt levende celle? Hvordan beveger og deformerer den sig? Hvorledes udgves cellens
mekaniske funktioner? Hvordan kommunikeres med omverdenen? Svaret pa saddanne spgrgsmal findes i
grensefladen mellem fysik, cellebiologi og molekylerbiologi - etforskningsomrade som er i stor vekst
internationalt. | denne artikel koncentrerer vi os om detfgrste afspgrgsmalene, og viser hvordan fysiske
metoder anvendes til atfinde mekaniske egenskaber afen levende celle.

Levende systemers fysik

En levende organisme er yderst kompliceret, og meget
af den viden, vi har om f.eks. kroppen, bygger pa ob-
servationer snarere end en egentlig forstaelse. Indenfor
fysikken gnsker vi primert at etablere en forstaelse,
hvilket er vanskeligt i en kompleks levende organisme,
da det er sveert at separere de vasentligste fra de min-
dre veesentlige parametre. Med udviklingen af fysiske
metoder, der gor os i stand til at studere biologiske
molekyler arbejde enkeltvis, har vi i det seneste tiar
veeret vidne til en revolution i forstaelsen af enkelte
molekylers arbejdsmetoder. Nér det enkelte molekyles
funktion er forstdet, ligger der en mindst ligesd stor
udfordring i at forstd hvorledes de enkelte molekyler
sammen danner og fungerer i en levende organisme.
Her kan fysikere f.eks. bidrage via deres kendskab til
metoder fra statistisk fysik og teoretisk kompleksitets-
teori.

| denne artikel koncentrerer vi os om een enkelt-
molekyle-teknik, nemlig optisk pincet metoden og
hvorledes optiske pincetter kan bidrage til forstaelsen
af en celles nano-mekanik. Som navnet antyder er en
optisk pincet en optisk baseret teknik: Ved hjelp af
en sterkt fokuseret laserstrdle kan man fastholde og
manipulere et enkelt molekyle, og male sammenhan-
gende verdier afkrefter og afstande. Metoden og nogle
anvendelser er tidligere beskrevet i KVANT [1, 2, 3],

For f.eks. at undersgge hvilke mekaniske krafter
et enkelt molekyle kan udgve, er fgrste skridt typisk
at tage molekylet ud af sin biologiske sammenhang,
mindske antallet af ubekendte parametre, og fa det til
at fungere in vitro, dvs. i kunstige omgivelser, typisk
i et pravekammer. For det enkelte molekyle er det
inducerede dipolmoment som oftest ikke tilstrekkeligt
stort til at en optisk pincet er i stand til at fastholde
og detektere det. Derfor fasthaftes et “handtag”, typisk
i form af en mikrometer-stor kugle af et dielektrisk
materiale som glas eller polystyren. En anden mulighed
er at anvende metalliske nano-partiker, da de for sma
kugle radier har stort induceret dipolmoment i forhold
til de spredningskreefter, som laser lyset ogsa udgver
[4]. Potentialet fra en optisk pincet kan til en meget
god approksimation beskrives som harmonisk, dvs. som
fra en fjeder. For at linde de krafter, der udeves pa

en dielektriske kugle i dette potentiale, og dermed
kreefterne pa det biologiske system, er det ngdvendigt
at foretage en precis bestemmelse af fjederkonstanten.
Denne karakterisering af fjederkonstanten kan fore-
tages med stor ngjagtighed i et simpelt system, hvor
en sfeerisk kugle bevager sig i vand eller en lignende
vaeske [5]. Det bliver straks vesentligt mere kom-
pliceret, hvis kuglen bevager sig i et medie med béade
elastiske og viskgse egenskaber.

Neaste skridt, efter forstaelsen af molekylets
virkemade in vitro, er at sgge at forstd hvorledes
molekylet fungerer i en levende organisme. | optisk
pincet gruppen pa Niels Bohr Institutet har vi i de senes-
te ar netop koncentreret os om dette og vil her omtale
kvantitative optiske malinger af enkelte molekyler og
organeller inde i en levende celle. Dette er en proces,
som kraever mange skridt, heriblandt at fasthafte et
velkarakteriseret “handtag” til det biologiske molekyle
eller organel, hvis mekaniske egenskaber man gnsker
at studere, samt at bestemme fjederkonstanten for den
optiske pincet i den levende celles indre.

Udforskning af en celles indre

Vi har valgt at studere gaerceller af typen Schizocaccar-
omyses Pombe, der er isoleret fra afrikansk gl. Det er en
type geercelle, som er vel karakteriseret bade for sa vidt
angar dens genetik og for &ndringer i “cytoskelettet”,
et konstruktionsbaerende netveerk af fiberproteiner i
cellen, under de forskellige stadier af cellens liv [6].
Mikroskop-billeder af celler er vist i figur 1.
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Figur 1. Gerceller af typen S. pombe. gverst ses labo-
ratoriestammer hvori forskellige organeller er koblet til
grent fluorescerende protein, GFP, f.eks. mikrotubuli og
kernemembran. Et mikrotubulus er et sikaldt fiberprotein,
der udger en veasentlig del af cytoskelettet. Nederst ses en
celle i almindelig lysmikroskopi. Naturligt forekommende
fedtperler, granulaerer, ses som sorte pletter. En af dem er
markeret med en pil.
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I laboratoriet dyrker vi celler, hvor forskellige or-
ganeller udtrykker et protein, der kan ses i fluorescens-
mikroskopi, det sdkaldte Green Fluorescent Protein
(GFP), se figur 1, gverst. Figuren viser ogsa en celle,
hvori naturligt forekommende fedtperler, granulerer,
ses som mgrke omrader. Det inducerede dipolmoment
i granulaerer er stort nok til at de kan manipuleres med
den optiske pincet, og i gruppen har vi tidligere anvendt
disse fedtperler til at undersgge de viskoelastiske egen-
skaber af cellens indre [7]. Granularerne har endvidere
veeret anvendt til at flytte rundt pa cellens kerne [8],
Men da granulererne ikke er fastgjort til et bestemt
organel, kan de ikke bruges som “handtag” for kvan-
titativ maling og manipulation. Vores strategi er derfor
at tilfgre cellen eksterne partikler, der kan fastgares
f.eks. til kernemembranen og anvendes som handtag
for optisk manipulation og kvantitativ bestemmelse af
de krefter, som udgves pa cellekernen f.eks. under
celledeling. Det er vigtigt at veelge de tilfarte partikler,
s de ikke er reaktive og s& de samtidig er meget sma
for at mindske risikoen for, at de @ndrer ved naturlige
processer i cellen. Da metal partikler af guld eller
sglv i nm stgrrelse har et forholdsvist stort induceret
dipolmoment og endvidere er forholdsvis inerte, er de
et fornuftigt valg til handtag [4].

Figur 2. Skitse af bindingen mellem en guldkugle for-
bundet med anti-GFP og f.eks. kernemembranen, i hvilken
der er indkorporeret GFP. | denne skitse er guldkuglerne
yderligere market med et rgdt farvestof, men dette har vist
sig ungdvendigt i eksperimenterne.
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Figur 3. Skitse af mikroinjektionssystemet, suppleret med
mikroskopbilleder. Guldkugler injiceres via den smalle
glaspipette til venstre som ogsa vist i foto gverst til venstre.
Cellen fremstar sfeerisk da dens ydre cellevaeg er enzyma-
tisk nedbrudt. Til hgjre ses en bredere glaspipette, som via
et sug fastholder cellen. Cellen er ca. 10/tm i diameter.

Guldpartikler som handtag

For at anvende nanoskopiske guld partikler som handtag
inde i cellen er det ngdvendigt at fa dem ind i cellen
og at binde dem til det gnskede molekyle. Desvarre
har S. pombe cellen en meget stiv celleveeg og det er
ikke trivielt at f3 guldkuglerne ind. Vi har etableret en
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metode, som gar ud pd ferst enzymatisk at nedbryde
det yderste lag af cellen, dernast ved hjaelp af en meget
tynd glas pipette at injicere guld partiklerne, for til sidst
at regenerere cellens yderveag [9]. Metoden er illustreret
i figur 3.

I nogle af de regenerede celler vil en eller flere
guldpartikler forhabentlig veere bundet til organeller,
der udtrykker GFP. Dette kunne veere kernemembranen,
hvorved vi har opnéet det gnskede: En celle, med et
handtag fastgjort til cellekernen.

Kvantitativ kraftbestenimelse i en levende celle

Vi gnsker at udfgre kvantitative malinger inde i den le-
vende celle. Til dette formal benyttes den optiske pincet
som et “kraft-meter”. | indeveerende afsnit skitseres
nogle af de processer, man er ngdt til at gennemga for at
karakterisere den optiske pincet og bruge den som kraft-
maler inde i en levende celle, hvis indre, cytoplasmaet
har bade veaskelignende (viskese) og elastiske egenska-
ber. Med andre ord et “viskoelastisk” medium.

Vi betragter en partikel, der bevaeger sig i et sadant
viskoelastisk medie, mens den samtidig er fastholdt
i feldepotentialet fra en optisk pincet. Flvis man
forestiller sig at kombinere en rekke malinger pa en
sadan partikel, viser teoretiske og numeriske overve-
jelser, at det er muligt at bestemme sdvel den optiske
pincets som mediets ngdvendige karakteristika [10].
Den foresldede eksperimentelle protokol bestar af en
kombination af to typer af malinger af tidsserier for
positionen af partiklen. | type | males positionen blot
“passivt”, idet man bestemmer tidsserier af partiklens
position, mens den udfgrer Brownsk bevagelse pga.
termisk stgj i det viskoelastiske medie. | type Il males
“aktivt”: Her bestemmes partiklens respons nar falde-
potentialet translateres periodisk i forhold til partiklen,
som skitseret i figur 4. Dette gares igen ved at male en

tidsserie for partiklens position.
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Figur 4. Principskitser, der illustrerer den aktive
mélestrategi, hvori partiklens relaksation til feldens
midtpunkt males. Der er mulighed for translation af enten
felde eller partikel. | (a) forestiller man sig at translatere
feldepotentialet fra a1(0) til je1(o >i (b) at translatere
prgvekammeret med partiklen.

Information om savel feldens som mediets karak-
teristika opnas ved spektral analyse og en kombination
af power- og relaksations-spektre for eksperimenter af
type | og type Il. Derved opnas ferst og fremmest et
estimat af feeldepotentialets fjederkonstant « . Et estimat
xx opnas ved forskellige frekvenser, jp, hvorefter disse



verdier kan midies til en gennemsnitlig veerdi, /c(@)
som illustreret i figur 5. Da cellen indeholder aktive
processer, som typisk foregdr ved lave frekvenser, er det
oplagt at udelade disse lave frekvenser ved midlingen.
Tilsvarende er det oplagt at udelade frekvenser, som
er behaftet med anden form for eksperimentel stgj.
Dernast kan de opndede spektre udnyttes til estimater
for cytoplasma’ets viskoelastiske egenskaber.

Metoden er indtil videre efterprgvet ved numeriske
simulationer, og figur 5 viser et eksempel pa resultatet
af en sadan.
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Figur 5. Resultatet af en simulering hvor feldepotentialet
er translateret periodisk. Datapunkterne viser forholdet
kk /kinput °g den "prikkede” linie indikerer den forventede
stokastiske fejl. Den fuldtoptrukne linie angiver forholdet
mellem den gennemsnitlige verdi /clavl og den korrekte
vaerdi, /gnput. Den stiplede linie (dot-dashed) angiver den

forventede stokastiske fejl pd K~/Kinput-

Der vil snarest blive foretaget en eksperimentel
eftervisning af metoden, dels i en in vitro oplgsning
af polymerer, der udggr en vasentlig del af cytoplas-
ma, dels i levende celler. De foresldede metoder til
karakterisation af den optiske feelde kan ogsd anven-
des til in vivo undersggelser af enkelte motorprote-
iner, der f.eks. kan markes med en quantum dot [11],
Sédanne eksperimenter kan tjene til sammenligning
med tidligere, praecise bestemmelser af enkelte motor-
proteiners mekaniske karakteristika i in vitro eksperi-
menter.
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Figur 6. Principskitse der viser et muligt eksperiment: Ma-
nipulation af cellekernen vha. en guldkugle, der er fastgjort
til kernemembranen.

Celledelingens mekanik

Status er, at vi er i stand til optisk at fange guld-
kuglerne samt at foretage en mikroinjektion i ger-
cellen S. pombe. Desuden har vi teoretisk verktgj til
at karakterisere den optiske felde inde i det komplekse
cytoplasma. | det videre forlgb patenkes forsgg i stil
med det, som er skitseret i figur 6. Her er en guldkugle
forbundet med cellekernens membran og vi forestiller

os at guldkuglen kan fungere som handtag pa celleker-
nen, som vi derved kan fastholde eller manipulere og
saledes male hvilke kreefter der udgves pa kernen under
celledelingsprocessen.

Kernen er bundet til mikrotubuli, som er dynamiske
proteinfilamenter, der i in vitro eksperimenter kon-
stant forlenges eller forkortes. I cellen forventes de at
gore det samme. Som illustreret i figur 6, fastholder
mikrotubuli kernen mellem cellens ender. Hvis f.eks.
et mikrotubulus forlenges mod celleveeggen til hgjre i
figur 6, vil reaktionen fra celleveeggen give anledning
til en kraft mod venstre pa cellekernen. Det bliver
spendende at sammenligne de kraefter vi kan male in
vivo med kreefter malt for enkelte mikrotubuli-bundter i
in vitro systemer.

Nar det er lykkedes at foretage kvantitative
malinger inde i levende celler, f.eks. af mikrotubuli’s
kraftpdvirkning af cellekernen, ligger der et veld af
cellulzere processer, hvis nano-mekanik venter pa at
blive afdeekket med tilsvarende undersggelser. Ultima-
tivt gnsker vi at undersgge cellens kontrolmekanismer
i forbindelse med celledelingen, dvs. f.eks. ogsd sam-
spillet mellem biokemiske og mekaniske processer i
cellen.
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