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Kajsa Sigfridsson Clauss

ar i grunden biokemist och arbetar
som stralrérsforskare pa MAX IV
laboratoriet alltsedan 2012. Idag tar
hon hand om anvindare pé stralroret
Balder och utvecklar provmiljoer.
Hon disputerade i Kemi vid Uppsala
universitet 2009 och har sedan dess
undersokt metallers funktion i biolo-
gin i framforallt proteiner med hjalp
av rontgenspektroskopi.

Synkrotronanlaggningen MAX IV
ar en av Sveriges viktigaste veten-
skapliga infrastruktursatsningar.
Verksamheten ar tvarvetenskaplig
och gagnar i hog grad medicinsk
forskning. Kajsa Sigfridsson Clauss
skriver om detta, med ett flertal
exempel, och hon berattar ocksa

i allmanna ordalag om hur ront-
genljus av hog kvalitet hjalper

oss att se langre in i materien

i allmanhet, och i vavnad i
synnerhet.

For att se behover vi ljus. Detta illustreras
genom en teckning av ett ga av Freja
Havelius (forfattarens dotter). Under
ogat en stiliserad skiss av MAX IV.

Se vidare pd sid 47.
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MAXat ljus pa
medicinska fragor

For att se behover vi ljus. Synligt ljus passerar in genom 6gat och
traffar de ljuskinsliga fotoreceptorerna som signalerar till hjarnan
vad vi ser. Den initiala processen borjar med att den ljuskinsli-
ga molekylen 11-cis-retinal, som sitter bundet i opsinproteinerna,
omvandlas till all-trans-retinal da ljus av ratt vaglingd/energi ab-
sorberas. Opsinproteinet méste da anpassa sin struktur till den nya
rakare molekylformen vilket startar signalkaskaden via synnerven
till hjarnan som till slut ger oss en bild. Med andra ord ir ljus oum-
barligt for formégan att se.

Synkrotronljus
Ljus ér elektromagnetisk stralning, uppbyggd av fotoner. En foton
ar till sin natur bade vig och partikel. Fotonerna kan bade reflekte-
ras och absorberas i sin vixelverkan med materia, och dessa egen-
skaper gor det mojligt att anvdnda ljus av olika vaglangder for att se
in i olika storleksordningar av material. Till exempel kan infrarott
ljus (IR), vars energi (~ 1 eV) motsvarar vibrationer i molekyler-
nas bindningar, ge ett tydligt fingeravtryck av varje molekyl.

Rontgenljus har en energi omkring 1-100 keV, vilket mot-
svarar bindningsenergin for en atoms innersta elektroner och vég-
lingden 4r i samma storleksordning som avstandet mellan atomer
i en kristallstruktur (Braggs lag). Rontgenljuset kan anvindas for
att undersoka en molekylstruktur med diffraktion eller for att tit-
ta pa storre strukturer med spridning. Dessutom kan man studera
den elektroniska strukturen hos det belysta materialet genom att
folja rontgenljusets absorption .

Synkrotronljus uppstar da elektroner som accelererats till na-
ra ljushastigheten dndrar sin bana i ett starkt magnetfilt. Detta ljus
har hog briljans (4r fotontitt), ar kollimerat (val samlat) och har
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hog koherens (4r synkroniserat) samt dr lika intensivt i alla vig-
langder. Synkrotronljuset nyttjas for forskning pa de olika expe-
rimentstationerna — stralréren som ar placerade runt lagrings-
ringen — ett vid varje insdttningselement. Insattningselementen
bestar av multipla starka magneter som fér elektronerna att indra
riktning (dka slalom) s& manga ganger att intensivt synkrotronljus
produceras.

MAX 1V laboratoriet i Lund dr en av manga synkrotronljus-
anldggningar i virlden, men var den forsta av den fjarde genera-
tionens teknologi. Denna nya teknologi har givit ljuset &nnu hogre
briljans 4n tidigare. Vaglingden som genereras beror pé lagrings-
ringens storlek och vilka magnetiska insittningselement som ger
upphov till synkrotronljuset. Stralningen kan genereras i ett brett
spektrum fran IR till hard rontgen (energi > 5 keV). MAX IV har
for tillfillet stralrér med energier pa 5-40 000 eV, dvs. fran ultra-
violett (UV) till hard rontgen. I nésta utvecklingsfas har MAX IV
planer pé att utoka utbudet med bland annat ett IR-stralr6r, samt
ett stralror helt dedikerat till medicinsk forskning, MedMAX.

Medicinska fragor

Historiskt har vanlig réntgen linge anvénts inom medicin for att
se in i kroppen, alltsedan den forsta rontgenbilden som Wilhelm
Rontgen tog av sin hustru Anna Berthas hand 1895 (se bild i ar-
tikel av Kalholm & Héger). Pa rontgenplatarna syns skillnaderna i
elektrontithet tydligt, dvs. ben avbildas svarta mot den omgivande
mjukvivnaden. Allt fran benbrott till karies undersoks idag rutin-
massigt.

Synkrotronljuset erbjuder utéver detta mycket fler anvind-
ningsomrdden inom medicinsk forskning och kan ha béring pa
fragor som ror allt fran enskilda proteinstrukturer, dar likeme-
delsfragment kan sallas fram for morgondagens mediciner (Frag-
MAX, MX pa BioMAX), till inmirkningsfri'avbildning av vdvna-
der for att se lokalisering av vissa grunddmnen (XRF pd Nano-
MAX) eller kemiska foreningar (STXM pa SoftiMAX). Med hjilp
av rontgenbaserad smavinkelsprindning (SAXS) kan man bland
annat dynamiskt folja vad som hinder i likemedelsformulering-
ar, alltsd i medlet som bir likemedlet in i kroppen via t.ex. ta-
blett, kram eller injektion nér temperatur, tryck, salinitet med me-
ra dndras (SAXS pd CoSAXS). Genom att anvidnda rontgenabsorp-

YIngen infirgning, mirkning med antikroppar eller liknande behévs.
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tionsspektroskopi (XAS pé Balder) kan man till exempel stude-
ra verkningsmekanismen hos metalljonbaserade likemedel saisom
dggstockscancermedicinen cisplatin.

Stralrér och tekniker
Ett strélror (eng. beamline) ar en experimentstation som fér sitt
ljus fran synkrotronljuskallan via ett vakuumror. Detta tar det spek-
tralt breda rontgenljuset som insdttningselementet genererat ge-
nom olika rontgenoptiska element, saisom speglar, spalter, och mo-
nokromatorer, for att forma, fokusera och vilja ut den vagliangd av
ljuset som passar respektive teknik och experiment. Ett stralror dr
ibland 6ronmarkt till mer 4dn en teknik, och kan dven ha mer 4n en
experimentstation.

D4 en rontgenstréle traffar materia kan flera olika processer
ske, men de tre huvudsakliga f6r energier under 100 keV ér:

1. Fotoelektrisk absorption — fotonen absorberas nir den har
en energi som 6verskrider bundna elektroners bindningse-
nergi. Elektronen blir en fri fotoelektron med kinetisk energi
motsvararande overskottsenergin.

2. Comptonspridning — en foton kolliderar med en elektron
och studsar ut med minskad energi, vilken beror av sprid-
ningsvinkeln.

3. Rayleigh/Thomsonspridning — i detta fall behaller fotonen
sin energi vid kollisionen som darfor kallas elastisk. I det fall
Rayleigh/Thomsonspridningen traffar ett vilordnat materi-
al, som en kristall, uppstar diffraktion, dvs. ett spridnings-
monster som beror av atomernas positioner i kristallstruk-
turen.

Dessa tre fysiska fenomen utgér grunden i stralrérens huvudtek-
niker: absorption, spridning och diffraktion.

Rontgenkristallografin ar baserad pa den passiva diftraktions-
processen och kallas XRD (X-ray diffraction). Den kan goras pa
en enkristall eller pa kristallint material i pulverform. Proteiner
kan kristalliseras och pé sa sétt kan man lista ut deras molekyla-
ra struktur. Tekniken kallas MX (macromolecular X-ray crystallo-
graphy).

Den spridningsbaserade tekniken SAXS (small angle X-ray
scattering) bygger pd samma process som diffraktion, men tillim-
pas pa icke-kristallina material. Man kan med denna detektera
objekt i storleksordningen (1-100 nm) samt bestimma formen
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pé partiklar i 16sning, vilket ofta kan goras med god tidsupplos-
ning for dynamiska processer. SAXS dr en metod som tillimpas
brett inom medicinsk forskning for att titta pa globular struktur
hos proteiner i 16sning, DNA/RNA under olika fysiologiska for-
hallanden, formulering av likemedel, nanopartiklar (se artikel av
Uvdal & Skallberg) etc.

Inom rontgenspektroskopin tittar man istéllet pa den aktiva
process dir en foton absorberas i materialet néir dess energi dr stor-
re 4n elektronens bindningsenergi — den fotoelektriska processen.
Fotoelektronen ror sig som en vag ut ur de bundna elektronska-
len och kommer pa sin vig ut ldsa av sin omgivning och ge in-
formation om béade den elektroniska strukturen (molekylarorbi-
taler och oxidationstillstind) och de nirliggande grannatomer-
na (lokal atomstrukturell information). Denna metod kallas XAS
(X-ray absorption spectroscopy). Vid elektronens bindningsenergi
okar absorptionen av rontgenljuset dramatiskt; man fir en s kal-
lad absorptionskant. Kanten &r specifik for varje grundamne och
elektronskal. Det bildas ett hal i elektronskalet dé fotoelektronen
ldmnar, vilket fylls da elektroner fran hogre elektronskal faller ner
och samtidigt avger 6verskottsenergin som antingen réntgenfluo-
rescens (XES, X-ray emission spectroscopy) eller genom att en an-
nan elektron fran samma skal sparkas ut — en Augerelektron. Au-
gerelektronen kan detekteras tillsammans med den ursprungliga
fotoelektronen i XPS (X-ray photoelectron spectroscopy).

Samtliga ovanstdende tekniker kan ligga till grund for ront-
genbaserad avbildning och mikroskopi for att ge information i oli-
ka storleksordningar och dimensioner. Dérfor behover de ront-
genbaserade mikroskopimetoderna varken infirgning eller in-
markning for att synliggora strukturer och ge grundamnesspeci-
fik information. En karta 6ver grunddmnenas férdelning i provet
far man genom att analysera rontgenfluorescens som stralar ut om
man belyser, och ddrmed exciterar, med en hogre energi — en me-
tod som kallas XRF (X-ray fluorescence).

En annan teknik som kombinerar XAS-metoden med mik-
roskopi dr STXM (Scanning Transmission X-ray Microscopy). Man
gor da transmissionskartor innan och pa absorptionskanten for
grunddmnet man &r intresserad av. Material kan avbildas i tva di-
mensioner (z, y), tomografiskt i 3D (z, ¥, z) och dynamiskt i 4D,
dér den fjarde dimensionen 4r tid vilket gor det mojligt att folja
ett forlopp. For skanningsmikroskopi, dvs. ndr provet forflyttas i
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stralen, giller forhéllandet att ju mindre stralstorlek, desto hog-
re rumslig upplosning och desto mindre och tunnare behover det
avbildade provet vara. Med en kvadratmikrometerstor strale kan
man fa pm upplésning av mm-cm-stora prover, medan stralstor-
lek pa (100 x 100) nm? ger 100 nm upplésning av prover mindre
dn (100x100) um?. Pa detta sitt kan man titta pa en bit av biolo-
gisk vivnad som skivats tunt (cirka 1 gm) och urskilja subcelluldra
komponenter medan provet forflyttas i stralen.

Med det hogkoherenta ljus som vi har pa MAX IV ges moj-
lighet att ytterligare skirpa den rumsliga upplosningen genom sa
kallad ptychografi: en tva-dimensionell diffraktionsbild detekte-
ras i varje passerad position, och denna ger genom en numerisk
rekonstruktionsalgoritm en bild med en upplosning pa ner mot
10 nm. Ett annat sitt att géra tomografi av sma prover 4r helfilts-
mikroskopi (eng. full-field microscopy). I detta fall ar stralen storre
an provet som roteras i strilen och en bild projiceras pd en 2D-
detektor.

Forskningsexempel
Alzheimers; en fraga men ménga tillvigagangssitt

Alzheimers 4r den vanligaste demenssjukdomen i vart land. Det
ar en sjukdom dér nervcellerna i hjarnan fortvinar och virst drab-
bat dr minnets celler. I de sjuka cellerna har det bildats amyloi-
da plack — négot som uppticktes redan i borjan av 1900-talet av
den tyska neuropsykiatrikern Alois Alzheimer, som gett sjukdo-
men dess namn. Upptickten gjorde han da han undersokte hjar-
nan hos en avliden patient som led av svar forvirring och minnes-
rubbning. Nu vet man att placken bestar av langa tradar, fibriller,
av proteinet amyloid-beta (AB). Amyloid anvéinds allmént for att
kanneteckna felveckade proteiner som bildar fibrer, som proteinet
amyloid-beta.

Amyloid-beta bildas genom klyvning av ett mer komplicerat
protein: beta-amyloid-prekursorprotein (APP). Fragmenten an-
samlas och aggregerar sedan, vilket tros vara en drivande orsak till
sjukdomsframskridandet i Alzheimers sjukdom. Man vet inte si-
kert vad som startar sjukdomsforloppet, men for att kunna hitta ett
botemedel forefaller det vara viktigt att forsta vad som triggar pro-
cessen. Forsok har gjorts att eliminera eller minska produktionen
av beta-amyloid, men utan klinisk framgang. Detta r ett intensivt

SVENSKA FYSIKERSAMFUNDET - KOSMOS 2022 33



MAXAT LJUS PA MEDICINSKA FRAGOR

forskningsfalt ddr manga forskargrupper varlden 6ver forsoker ut-
rona mekanismen och hitta botemedel.

Ett exempel pa forskning om detta ér ett projekt som gjorts
pé bland annat MAX IV och som visar pa styrkan i att kombine-
ra manga metoder for att finna svar. I Oxana Klementievas fors-
karlag medicinsk mikrospektroskopi pa avdelningen for experi-
mentell medicinsk vetenskap vid Lunds Universitet anvéinds fle-
ra mikroskopiska metoder for att belysa modeller av Alzheimer-
drabbade nervceller, och i dessa celler undersoker de bildandet av
amyloida plack och deras vixelverkan med bland annat redoxme-
taller (Gustavsson, 2021). De kombinerar de tvd inmarkningfria
teknikerna optisk fototermisk infraréd mikroskopi (O-PTIR) och
synkrotronbaserad rontgenfluorescensmikroskopi (S-XRF), vilka
béda kan ge kemisk information med en rumslig uppldsning pa
négra hundra nanometer. Med O-PTIR ses skillnad pa olika kol-
baserade foreningar (fetter, proteiner, kolhydrater) genom deras
karakteristiska kolvitebindningar. Bland annat synliggors protei-
nernas sekundérstruktur, dvs. hur deras peptidkedjor ar veckade.

Metoden dr mycket kinslig nar det giller att urskilja omraden
med amyloid-beta-protein veckat i s& kallade betaflak och man
kan uppticka mycket tidig plackbildning. Omraden i den nanoupp-
l6sta kartan 6ver nervcellen med ansamlingar av betaflak har ock-
sa en tydlig signal fran oxiderade lipider, se figur 1 a, ¢, d. I en
korrelativ studie studerades samma cell med S-XRF (figur 1 b),
en synkrotronbaserad metod som synliggor férdelningen av olika
grunddmnen, t.ex. jairn och koppar.

Den studerade cellen &r en nervcellsmodell for Alzheimers
fran genmodifierande mdss som har fatt en gen borttagen fran sin
arvsmassa. De saknar APP och har dérfér inte naturlig bildning av
AB. Om AB-protein tillférs mossen utvecklar de diremot symp-
tom péa Alzheimers med plackbildning. Nér de korrelerade kar-
torna frdn de olika metoderna jamfordes sdgs att AB-aggregaten
sammanfoll med oxiderade lipider och ansamlingar av jirn i mo-
dellnervcellen f6r Alzheimers (figur 1 ¢, d), medan den obehand-
lade cellen (utan tillfért AB) inte visade ndgra ansamlingar. Da
istallet koppar studerades i samma forsok kunde man inte se na-
gon ansamling som sammanfoll med de amyloida placken. Detta
ar forsta gdngen nagon har visat pa ett samband mellan jarn och
den skadliga effekten av plackbildning. Sambandet bekriftades da
gruppen ocksa mitte S-XRF pé tunna snitt av en mushjirna och
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Optical image in . —— Max Optical image mask and
O-PTIR image O-PTIR image overlay

S-XRF

S-XRF image Optical image mask and S-XRF image
overlay

Distribution of Fe and B-sheet structures

Figur 1: Korrelerade kartor med optisk fototermisk infraréd mikroskopi
(O-PTIR) och synkrotronbaserad rontgenfluorescens mikroskopi (S-XRF)
av en nervcell. a) vinster, ljusmikroskopibild av en nervcell fran musen
som saknar APP och behandlats med konstgjort AB; mitten, O-PTIR-karta
dver samma nervcell; hoger, bildmask som bara visar nervcellen i bild pla-
cerad éver O-PTIR-bilden. b) vinster, S-XRF karta med fordelning av jdrn
och koppar i samma nervcell; hoger, jiarnkartan overlagd maskerade optis-
ka bilden. c) vinster, overlagd jirnkarta (rod) med en O-PTIR-karta som
visar betaflak (svart), jarnomrddena inringade; hoger, inringade omrdde-
na pa betaflakskartan. d) samma som ¢ men O-PTIR-kartan visar denna
gang oxiderade lipider (bild fran [Gustavsson, 2021] CC BY 4.0).
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kunde se samma typiska ansamlingar av jarn i modellmusen, men
inte i kontrollmusen.

For att forsékra sig om att jarnansamlingarna i de frystorka-
de cellproverna inte drabbats av strilskador, utan var kemiskt re-
levanta, anvindes d4nnu en rontgenmetod, XAS. Har analyserades
jarns, respektive koppars oxidationstillstand i frystorkade cellpro-
ver vid rumstemperatur (precis som i S-XRF). Resultatet var att
trevért jarn var stabilt 6ver mitningens tid, medan de tvavirda
kopparjonerna snabbt reducerades till envirt koppar i réntgen-
strélen. For vidare studier av koppar bor dérfor provet kylas ner till
flytande kvaves temperatur, eller kallare, for att minska stralska-
dorna.

Arbetet i den beskrivna studien illustrerar vil férdelarna med
att kombinera flera mikroskopiska och spektroskopiska metoder
for att 6ka tolkningsvirdet. Utan S-XRF skulle resultat fran O-
PTIR med ansamlingarna av betaflak och oxiderade lipider inte
kunnat kopplas till jairnansamlingarna och vice versa. Faktum &r
att stord reglering av jarn i celler ofta leder till 6kad oxidativ stress
(reaktiva syreforeningar som skadar cellen) fran radikaler bildade
i Fentonreaktionen?, ndgot som &r vil kint inom cancerforskning,
men som &ven setts tidigare i studier av Alzheimer. Dessa radi-
kaler skulle i sin tur kunna stjila elektroner frén fettsyrorna och
starta en reaktionskedja som leder till just oxiderade lipider och
skadade nervceller. Med andra ord ger de spektromikroskopiska
iakttagelserna ledtradar for vidare forskning.

En forskargrupp fran Storbritannien har anvént en annan av
de tekniker som ocksé erbjuds pa MAX IV, STXM, dir de kunde
se vilken sorts oxidationstal jarn har med nanouppldsning (Eve-
rett, 2018). De observerade samma sorts jairnansamlingar som den
svenska forskargruppen, men nu i mansklig vavnad med amyloida
plack. Med den spektromikroskopiska metoden STXM tittade de
in i flera av dessa ansamlingar och sig en mix av jarnvalenser (0,
IT, IIT och II/III). T ett fall dominerade trevirt jirn, medan ett an-
nat hade mest tvavirt jarn. Detta kan visa pa pagéende jarnkemi i
placken. Kanske variationen har med plackens utvecklingsstadier
att gora. Mer forskning far utvisa. Samma forskargrupp var nyli-
gen pd MAX IV stralroret SoftiMAX for att gora mer STXM och
den spiannande fortsittningen foljer.

2Firenklat, Fe-II + viteperoxid — Fe-III + radikaler.
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Mikrofluidikbaserad provmiljé med mdjligheter

Manga vetenskapliga fragor, som i exemplet ovan, kan behéva be-
lysas med flera kompletterande tekniker for att finna de svar man
soker. Da dr det viktigt det finns provmiljoer som underlittar un-
dersokningarna. En sddan provmilj6 dr AdaptoCell — en mikro-
fluidikbaserad plattform som jag och mina kollegor i AdaptoCell-
projektet har tagit fram for att studera flytande prover under ni-
ra fysiologiska forhéllanden, t.ex. proteiner i 16sning, med flera
rontgenmetoder sdsom XAS, SAXS och seriekristallografi av pro-
teiner (SSX).

Mikrofluidik dr ldran om vétskor som dr avgransade pa mikro-
meterskalan i ndgon dimension (h6jd, bredd eller lingd). Nér pro-
vet flodar i t.ex. en 1-100 mikrometer bred kanal blir flédesdyna-
miken lamindr, dvs. flodet foljer parallella linjer utan att blandas, i
motsats till turbulent fléde som “blandar om”. Det laminéra flodet
definieras av ett lagt Reynoldstal (Re < 2100), medan ett turbulent
flode har ett hogt (Re > 3000). Reynoldstal mellan dessa virden
svarar mot ett 6vergangsintervall.

Reynoldstal

UL
Re = —
v

U ir mediets hastighet i [m/s], L ér kanalens diameter [m] och v ér
mediets kinematiska viskositet [m2/ s].

Det som gor mikrofluidiken till en attraktiv provmiljo &r for
det forsta att provet bor vara s& homogent som majligt, vilket upp-
fylls av det laminira flodet. Det vill sdga, det prov som flyter forbi
strdlen pd samma stélle i kanalen 4r likadant under hela experi-
mentet. For det andra kan man f6lja en tidsutveckling genom att
mita pa olika stéllen laings med kanalen, vilket kan ge mojlighet att
folja tidsforlopp pa millisekunder. For det tredje innebér de smala
kanalerna en minskad provatgang (sma volymer). Kanalerna finns
i ett chip av ett rontgenhirdigt material, sdsom vissa polymerer
och glas. For det fjarde ger ett chip med olika utformning av kana-
lerna stora mojligheter att gora ytterligare analyser pa sjélva chip-
pet. Man kan t.ex. kontrollerat blanda olika substanser och f6lja
en reaktion, eller d4ndra fysiologiska parametrar som temperatur,
pH och syresittning, se figur 2. Det dr ocksé mojligt att integrera
fler metoder, sasom spektrofotometri med synligt ljus med hjalp
av smd ljusledare.
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Chiphallare med temperaturkontroll Mixchip: aktiv (turbulent fidde) och passiv (laminért flsde) HFF chip

!

Figur 2: 1 och 2: AdaptoCell pa stralroret CoSAXS, med mdojlighet att re-
glera virmen i chiphallaren. 2: En infrarod avbildning visar temperaturen
pa chipet. 3 och 4: Frdn ett och samma chip visas ett mixchip med en aktiv
omblandning. Den gula l6sningen innehdller en pH-indikator och dr fran
borjan litt sur. Den blir bl da den blandas med en basisk l0sning (utan
farg). Den aktiva turbulenta omblandningen gor hela kanalen bld. 5 och 6:
Ett passivt mixchip, dir de lamindra flodena ger en annan typ av bland-
ning. Firgen (pH-indikatorn) dr en stor molekyl och kan inte litt flytta
sig mellan I6sningarna, medan de sma hydroxidjonerna som gor l6sningen
basisk ror sig 6ver hela kanalen. Det resulterar i bld firg pd bara en sida.
7: Ett chip for hydrodynamisk flodesfokusering (HEF), dvs. det bld provet
i mitten flankeras av l6sningen som flodar i sidokanalerna. Pd detta scitt
kan man fokusera dvs. reglera bredden pd den bld losningen.

Varfor vill man floda provet istillet for att titta pa det sta-
tiskt i en liten provhéllare? Férutom de dynamiska mojligheterna
ndmnda i foregdende stycke d4r manga prover, speciellt vattenba-
serade, mycket kinsliga for rontgenljus. I ett vattenbaserat prov
kommer radiolys (kemisk spjilkning av molekyler genom jonise-
rande stralning) av vattnet ske under stralen och ge upphov till ba-
de fria elektroner, reaktiva radikaler och vitgas. Man kan till och
med se bubblor bildas i stralen (se figur 3 a,b). Detta r daligt av
manga orsaker: 1. provet forandras kemiskt (figur 3 ¢), 2. bubblor-
na forstor mitningen da provet “simmar ur bild>. Om man istéllet
kontinuerligt ersétter provet med ett nytt, som man gor i en flodes-
cell, hinner inte stralskadorna paverka mitningen. Alla vatskor ar
inte lika kénsliga for stralskador. Till exempel klarar sig ménga or-
ganiska losningsmedel béttre dn vatten. Liv 4r dock vattenbaserat
och for att titta pa biologiskt relevanta prover méste man hantera
denna problematik. Dérfor ar flodesceller eller fristaende jetstrd-
lar populédra provmiljoer for vitskor vid synkrotroner, och hogst
relevanta for medicinska fragestillningar.

Vad ar da AdaptoCell? Det ir ett forskningsprojekt inom vil-
ket vi har byggt upp en gemensam infrastruktur for mikrofluidik,
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Figur 3: a) och b): Vattenbaserade prov i statiska provhdllare ddr rontgen-
stralen har generat bubblor. c) XAS spektra fran ett prov ddr absorptions-
kanten for jirn har flyttats till ligre energi efter 3 minuter i rontgenstrdlen;
jamfor scan 1 och scan 10. Kantforflyttningen visar att provet har reduce-
rats fran trevdrt till tvavdrt jirn.

vilken spanner 6ver flera tekniker och strélror och finns tillganglig
for alla MAX I'V:s anvéndare. Vi (jag och mina forskarkollegor pé
MAX IV samt experter i Uppsala och Halmstad) har gemensamt
tagit fram rontgentaliga chip som kan anpassas till olika experi-
mentella behov, samt byggt upp en fristdende flodesuppstillning i
ett laboratorium for att kunna stélla upp, karakterisera och prov-
kora experimenten innan sjilva straltiden dger rum. Projektet ut-
formades, som tidigare ndmnts, for att undersoka proteiner i en
tysiologiskt relevant miljo.

De proteiner som finns i cellen fungerar som allt frdn bygg-
stenar och signaleringssystem till enzymer som katalyserar olika
reaktioner. En 6kad forstaelse av proteinernas funktion kan hjalpa
oss att t.ex. bota sjukdomar, men den later oss ocksé inspireras av
naturen for energi och materialframstéllning. For att forsta pro-
teinernas samverkan och funktion i cellen behéver man studera
proteiner i en miljo s& ndra cellens som mojligt. En standardme-
tod for att bevara och skydda proteinproverna ér att frysa ner dem
under experimentet, men detta utgér inte en normal milj6 f6r pro-
teinerna att utdva sin funktion i. For att kunna studera proteiners
dynamiska samverkan med varandra, och deras funktion, behovs
provmiljoer som tillater forhallanden som 4r sa nira de naturliga
som mojligt. Ett sdtt att tillhandhalla farska prov till experimentet,
som ocksé ger majlighet att stimulera och studera funktioner, ar
att floda proteinet i en flodescell.
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P4 stralroret Balder har vi anvint AdaptoCell f6r XAS for att
titta pd den kemiska formen av de redoxmetaller som finns i manga
proteiner, t.ex. jarn i hemoglobin som kan binda syrgas i sin tva-
virda form. Men chippen har dven anvints for att studera icke bio-
logiska prover, bl.a. egenskaper hos det "flytande black” som bildar
det ljusabsorberande lagret i solceller. For den tillimpningen tog
vi fram kemiskt inerta chip.

P4 stralroret CoSAXS har AdaptoCell for SAXS utrustats med
temperaturreglering for att kunna undersoka proteiner och de-
ras reaktioner vid korrekta fysiologiska temperaturer, t.ex. 37 °C,
se figur 2, bilderna 1 och 2. CoSAXS-anvindare har undersokt
skjuvspdnning i proteiners fasovergangar, bildandet av nanopar-
tiklar, samt studerat ostrukturerade proteiner. Nedan beskrivs
nédgra medicinska tillimpningar av SAXS.

For att cellen ska kunna utfora sina funktioner behover bio-
molekylerna organiseras i tid och rum. Ett sitt att organisera dem
ar genom vitske-vitske-fasseparation, diar kondensat snabbt for-
mas och 16ses upp som respons pa dndringar i koncentrationen
och férandringar i omgivningen. I cellen bildas genom denna pro-
cess smé rum i dynamisk respons pa t.ex. stress, signalforstarkning
m.m. Exempelvis finns det biomolekyler som &r ostrukturerade
proteiner som saknar en fast eller ordnad tredimensionell struk-
tur, men pa detta sitt kan bilda kondensat.

Hur nukleringsprocessen startar i proteinerna har Tanja Mit-
tag och hennes forskarlag p& St Judes Research Hospital i USA
undersokt med hjélp av ett prion-liknande modellprotein med lag
komplexitet (Martin, 2021). De anvédnde tidsupplost SAXS i ett fo-
kuserande chip med tre ingéngar; i mitten flodas proteinet och pa
sidorna finns det stark saltlosning. Langs kanalens laminira fl6-
de kommer salthalten att 6ka i proteinlosningen, se figur 4a. De
sag ett tydligt samband mellan den omgivande saltkoncentratio-
nen och proteinets formaga att kondenseras. De mitte dessutom
med tidsupplost SAXS pa ett chip med snabb aktiv omblandning
(figur 4 b) och sag att den ursprungliga kompaktare inre veckning-
en skedde runt 470 ps, innan den borjade véxa i storlek genom att
fler och fler proteiner gick ihop.

Proteiner paverkas generellt av saltkoncentrationen. Till en
borjan okar losligheten av proteinet med dkad koncentration, vil-
ket beror p4 att de laddade aminosyrorna skirmas av saltjonerna.
Dessa attraherar i sin tur vattenmolekylerna, vilka bildar ett skal
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Figur 4: Bildtext oversatt och forenklad fran (Martin, 2021; CC BY 4.0).
a) Ett schematiskt lamindrt flodesexperiment ddr proteinprovet flodas i
mitten (rott) och fokuseras med hjilp av sidoflédena av saltlosning (gult)
till en tunn strom av protein i saltlosning (gront). Spridningsdata (SAXS)
registrerades pd olika avstind efter att det fokuserade flodet startats vid
de markerade positionerna (t), vilket med kinnedom av flodeshastighe-
ten kan omvandlas till tid. b) visar ett annat schematiskt flodesexperiment
fran samma kdlla. Hdir anvinds en snabb aktiv omblandning av protei-
net (rott) och saltlosningen (gult) i den rédgréna boxen och blandningen
(gront) mdts med SAXS vid olika avstdnd (t).

runt proteinet. Over en kritisk saltkoncentration minskar 16slig-
heten av proteinet, eftersom allt vatten nu gar at till att hydrera
saltjoner. De hydrofoba krafterna mellan proteinkedjorna vinner
och proteinerna klumpar ihop, aggregerar, ett fenomen som i ldro-
bocker i kemi kallas att salta in respektive salta ut. De ostrukture-
rade proteinerna tenderar att ha en ligre andel laddade och fler
hydrofoba aminosyror, vilket gor dessa protein dn mer bendgna
att vixelverka med varandra vid fordndringar i saltkoncentratio-
nen. Man kan siga att denna biologiska fasseparation ir kodad i
strukturen.

Efter de senaste arens covid-19-pandemi har alla de av oss
som tagit ett mRNA-vaccin mot SARS-COV2 kommit i narkon-
takt med ndsta tillimpning. For att stabilisera mRNA-molekylen
packas den i sd kallade lipidnanopartiklar (LNP) som bestar av na-
nodroppar av fettmolekyler. Med vaccinet i LNP tas det upp i cel-
lerna innan det hinner brytas ner. Mikrofluidikchip 4r en effektiv
metod for att producera LNP av jamn kvalitet.

Forenklat beskrivet: i ett korschip med tre ingéngar (se figur
5) flodas en tunn polymerfas mittemellan tva snabbare vattenfaser.
Faserna blandas med varandra lings med kanalen och lipidnano-
partiklar bildas genom snabbmixning och spontan diffusion. For
att forsta och forfina tillverkningsprocessen av LNP med véirdefullt
innehall kan man studera dessa med SAXS direkt i mikrofluidik-
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chippet under bildandet. SAXS ger svar pa storlek, form och tit-
het av partiklarna. Man far ett smidigt verktyg for tidsupplost ka-
rakterisering av de tidigaste dynamiska processerna i syntesen ge-
nom att koppla ihop synkrotron-SAXS med en rontgenkompati-
bel mikrofluidikplattform. Precis den hir typen av métningar kan
man utfora med AdaptoCell pd CoSAXS. Vi pd MAX IV ir inte
den enda synkrotron som byggt upp en mikrofluidikbaserad platt-
form for rontgentekniker. Ett annat exempel dr SOLEIL i Paris.

Figur 5: Schematisk bild av hur lipidnanopartiklar bildas i ett mikroflui-
dikchip (beskrivet i texten), polymerfas (gul), vattenfas (bla). Pilarna visar
flodets riktning. Lings med kanalen blandas faserna och LNP bildas.

Effektivt urval av likemedelskandidater

Det dr av hogsta prioritet att utveckla nya likemedel som ménni-
skor runt om i vdrlden har rdd med. Fragmentbaserat urval (eng.
screening) av nya lakemedelskandidater 4r en resurseffektiv me-
tod. Flera olika biofysikaliska metoder kan anvindas for att hitta
en triff, men den bista dr nog den rontgenbaserade, baserad pa
bestimning av proteinstrukturer. Med denna metod, FragMAX,
ses exakt var fragmentet binder in i proteinet och man kan ocksé
detektera fragment med lag inbindningsstyrka. Mélproteinet, som
kan vara ett protein fran en patogen cell kristalliseras och jaimfors
med stora bibliotek med fragment. Det gors genom att fragmen-
ten inkuberas med proteinkristallen. Alternativt samkristalliseras
fragmentet med proteinet fran borjan.

Fragment 4r smd molekyler som kan binda till specifika in-
bindningsstillen, och som kan péverka aktiviteten eller hur myc-
ket av proteinet som tillverkas i cellen. Fragmentens affinitet ar of-
ta 1ag, da de har firre vixelverkansytor 4n stérre molekyler, men
kan 4nd4 utgora precis den startpunkt for likemedelsutveckling

42 SVENSKA FYSIKERSAMFUNDET - KOSMOS 2022



KAJSA SIGFRIDSSON CLAUSS

som behovs. De vinnande fragmenten tas vidare i utvecklingsked-
jan for att 6ka affinitet och for att titta pa aktivitetspaverkan.

FragMAX ir en plattform pd MAX IV utformad for att under-
latta fragmentbaserad sallning med hjdlp av proteinkristallografi.
Den ér tillganglig for alla anvindare och forskare, fran savil indu-
stri som akademi. Hér ingar infrastruktur som kan hjdlpa forskare
med alla steg pa vagen:

1. kristallisering med fragment,

datainsamling pa stralréret BioMAX,
dataanalys,
identifiering av fragment,

AR

sammanstéllning och rapport.

Det laborativa arbetet i punkt ett utférs pa narliggande LP3
(Lunds proteinproduktionsplattform) som har en automatiserade
pipetteringsrobot for att bearbeta kristallisationsplattorna, med en
kapacitet pa cirka hundra fragment per timme. Kristallerna som
laddats med fragment kartlaggs i en databas och skordas for struk-
turbestamning med hjélp av kristallskiftaren. Kristallerna stoppas
i s& kallade puckar och skickas till BioMAX pa MAX IV for kri-
stallografisk datainsamling. Vil pa BioMAX laddas puckarna i en
automatisk provbytare som bestar av ett kirl med flytande kvive,
som haller kristallerna frusna, och en robotarm som kan plocka
upp och sitta tillbaka kristaller och pa sa sitt byta prov. Vil ladda-
de i kryokirlet kan bade provbyten och diffraktionsdatainsamling
ske fjarrstyrt, via en mjukvara kallad MXCuBE3.

For punkt tre till fem har forskarlaget kring FragM AX utveck-
lat en FragMAX-app. Appen Gvervakar experimentet, fran forsta
kartlaggningen till datainsamlingen, men appens kanske storsta
styrka 4r kedjan for dataanalysen. Analysdelen inkluderar struk-
turbestdmning och godkidnnande av fragmenttriffar for en rap-
port som kan publiceras.

Vilka fragment ska jag da anvénda? Ett fragmentbibliotek med
cirka 96 fragmentmolekyler har sammanstallts, lampligt fo6r kri-
stallografi. Detta erbjuder en bra start. Det finns fler bibliotek, s&-
vil akademiska som kommersiella, att vilja mellan. Ett av de stor-
re r F2X-universalbibliotek som innehaller 6ver 1100 molekyler.
Nufortiden géar det sd snabbt att strukturbestimma proteiner att en
kontroll av 1000 fragment inte skulle ta mer &n en vecka i ansprak
pé de mest automatiserade anlidggningarna. Likande redskap for
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fragmentbaserat urval med kristallografi finns pa flera synkrotro-
ner, XChem vid Diamond (Storbritannien) och HZB Fragment Scre-
ening Facility 1 Berlin 4r tva exempel.

MedMAX, Medicinsk avbildning med nya 6gon

MedMAX ir ett planerat nytt stralrér pA MAX IV, helt 6ronmérkt
till medicinsk forskning. Anvindarsamhillet, dvs. forskarna ba-
kom forslaget, har som mal att direkt paverka savil kliniken som
industriella processer, genom att tillverka ett stralror for tomogra-
fi som kan avsloja morfologi, dynamik och funktion hos levande
materia pa langdskalor, frén sub-mikrometers upplosning till flera
centimeters synfilt.

Tekniken som kan gora detta mojligt heter synkrotronljusba-
serad mikrodatortomografi (SRuCT). Det dr en avbildningsteknik
som utnyttjar rontgenljusets vagbeteende och ger en bittre fas-
kontrast i mjukvivnad jimfort med standard-CT. Hir kommer
man utnyttja den hoga koherensen i synkrotronljuset som produ-
ceras pa MAX IV for att ge en hoguppldst tredimensionell elektron-
densitetskarta av provet, genom att optisk brytning av rontgen-
strdlen nu kan detekteras och matas in i fasatervinningssalgorit-
mer. Hir nedan presentera nagra vetenskapliga fall som illustrerar
MedMAXs styrka: nanotomografi, mikrotomografi, och in-vivo-
tomografi, dvs. tomografi pa levande material.

P4 avdelningen for experimentell medicinsk vetenskap vid
Lunds universitet har Karin Tran-Lundmarks forskargrupp tittat
pé lungans fysiologi for att forsta orsakerna bakom pulmonell hy-
pertoni, alltsd hogt blodtryck i lungan. Det ér ett tillstind med
fa behandlingsalternativ och ganska dalig prognos. Dagens tera-
pier ér i huvudsak vasodilatorer (kérlutvidgande) men dessa har
begriansad effekt pa den vaskuldra ombyggnaden, da kirlen tar
nya vigar till foljd av kérlblockeringar och dirmed beh6vs nya be-
handlingar. For att kunna utveckla dessa behéver man 6ka kun-
skapen om de kliniska fall som finns med pulmonell hypertoni.
Den traditionella tvadimensionella histologin har haft svart att vi-
sa lungans invecklade foérgreningar och hir kan 3D-tomografin
gora stor skillnad. Gruppen har besokt ett MedMAX-liknande
stralror i Schweiz, kallat TOMCAT.

Dir maitte de pa lungvdvnad (formalinfixerat paraffinsnitt)
fran en patient som hade transplanterats p.g.a. hogt blodtryck i
lungan. De kunde se hur kirlen blockerats och blodet hade for-
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sokt ta nya vigar (vaskuldr ombyggnad) pa ett sitt de aldrig kunnat
forut (West606, 2021). Nista steg i studien dr att jamfora denna typ
av mikroanatomi frén fler patientgrupper och dessutom med de
vanliga djurmodeller som idag anvinds for att studera pulmonell
hypertoni. Hogst pa onskelistan for MedMAX star studier in-vivo
over tid, for att kunna f6lja férandringen i vivnadsmorfologi, och
dynamiska studier for att titta p4 andningscykeln. Dessutom ses
synkrotronbaserad tomografi som icke-forstorande och vivnaden
kan anvindas for vidare, mer klassiska studier, med t.ex. immu-
nohistokemi.

Nista exempel kommer fran Emely Bairds grupp péa Stock-
holms universitet. De vill underséka hur bin navigerar i regnsko-
gen. Nér bin soker efter nektar kan de navigera over tiotals kilome-
ter genom kompakt vegetation i regnskogen. Det enda som végle-
der regnskogsbiet ar deras lilla hjarna och fasettogonen. Regnsko-
gen dr speciellt svar att ta sig genom, eftersom bladverket fordnd-
rar ljusets intensitet och dven técker solen ovanfor. Solen kan an-
nars anvandas som en naturlig kompass hos “vanliga” bin. Fors-
kargruppen stéllde sig fragan: ar det s att tropiska bin har spe-
cialiseringar som hjdlper dem att optimera behandlingen av den
begransade informationen som finns for att anda fa en effektiv vi-
suell flygkontroll och navigation? For att ta reda pa detta anvande
de SRuCT pa bland annat TOMCAT for att undersoka synsyste-
met hos olika tropiska bin och jamféra dem med vanliga bin fran
mindre komplex vegetation. Prelimindra analyser av de hogupp-
l6sta 3D-bilderna indikerar att tropiska bin har flera fysiska an-
passningar som aldrig tidigare skadats. Forskningen géar vidare,
och édven hidr dr nésta 6nskade steg att med tidsuppldst in-vivo-
tomografi titta pé levande bin som flyger for att forsta hur de na-
vigerar. Kanske kan ménniskan lara av naturen och utveckla fly-
gande robotar baserat pa denna kunskap.

MedMAX har potential att i grunden forandra var kunskap
om biologi och medicinska frédgor med de nya tomografiska "6go-
nen” pa samma sitt som proteinkristallografin fordndrat var kun-
skap om proteiner.

Avslutningsord

Synkrotronljuset har under méanga ér forsett forskare med nya
Ogon och genererat ovirderlig kunskap som driver den medicins-
ka forskningen framat. Synkrotronen fungerar som ett multiverk-
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tyg for forskarna dér nya instrument standigt tillkommer. Medi-
cinska forskningsfragor ar komplexa med flera dimensioner, allt
fran kliniken, ner till cell- och molekylniva. Har kan en kombi-
nation av synkrotronljusanldggningens manga instrument nyttjas
for att finna svar pa detaljnivéd och pa olika lingdskalor. Den klas-
siska proteinkristallografin har fram till idag haft absolut storst
betydelse for var kunskap om cellens byggstenar och maskiner.
I dagslédget studeras storre proteinkomplex med framforallt cryo-
EM (kryo-elektronmikroskopi). Framéver spas avbildningsmeto-
derna bli allt mer betydelsefulla for méjligheten att skapa ny for-
staelse for mer avancerade biologiska sasmmanhang. Faktum &r att
utan synkrotronljus skulle vi inte kdnna till alla de detaljer vi nu
vet om var egen formaga att se, som beskrevs inledningsvis. Sam-
manfattningsvis, for att se behover vi ljus.
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