Nanoflottar i cellmembraner:
en ny organisationsprincip

KA1 S1iMONS

Allt liv pa denna planet bestar av celler; cellen ar livets grundenhet. Det finns organismer som
bestar av en enda cell,som amébor, eller multicellulédra species,som Homo sapiens med biljoner
celler. Alla eukaryotiska celler &r uppbyggda enligt samma principer. Cellen kan forliknas vid en
stad med cellkdarnan som radhus. Dar lagras den genetiska informationen och darifran skickas
meddelanden ut i form av budbé&rar-RNA som styr proteinsyntesen i cytosolen.

Cellen é&r ett nanoteknologiskt underverk dar
det myllrar av nanomaskiner som bestar av
proteiner som utfor all produktion, regulation,
metabolism, energiférsorjning, kommunika-
tion, nedbrytning och ateranvdndning. Det
finns kraftverk i cellen: mitokondrier, pro-
teinfabriker for export; det endoplasmatiska
retiklet, postanstalter for distribution av pro-
teinpaket till olika adresser; Golgikomplexet,
lysosomer for atervinning av avfall osv.

Alla dessa olika organeller i cellen d&r om-
slutna av membraner som bildar en barridr
kring organellen. Cellmembranet utgérs av
ett dubbelskikt av lipider bestaende av gly-
cerofosfolipider, sfingolipider och kolesterin
och ér fullbelamrat med proteiner som flyter
omkring i lipiderna och utfor olika funktioner
bundna till membranet. Ungefdr 30 procent
av vart DNA kodar for membranproteiner,
och flera icke membranproteiner tillbringar
en del av sin livscykel dédr for att utfora sitt
arbete membranbundna. Det betyder att en
stor del av alla funktioner i vara celler sker i
cellmembraner.
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Membranforskning forr och nu

Membranforskningen har djupa anor i Fin-
land. En modell med dubbelskikt (bilayer)
for biomembraner stidlldes upp redan 1925
av Gorter och Grendel och baserades bl.a.
pa viktiga experiment av var landsman Rune
Collander. Vid denna tidpunkt stod lipiderna i
férgrunden. Proteinerna i membranerna kom
in i bilden senare. I Singer och Nicolsons
membranmodell fran 1972 illustrerades for
forsta gdngen membranernas vitskekaraktér
(1). Dubbelskiktet dr ett 5 nanomillimeter
tunt vitskeskikt dir de enskilda lipiderna och
proteinerna flyter omkring.

Har kommer véara studier in i bilden. Min
forskning har alltsedan tiden pa Minerva
befattat sig med cellmembraner. Ar 1988
stidllde vi upp en banbrytande hypotes som
postulerade att dubbelskiktet av lipider inte
bara &r en vitska i vilken proteinerna simmar
omKkring pa méafa utan att det i detta fluidum
bildas smaé flottar av sfingolipider som trans-
porterar specifika proteiner (2). Senare fann
vi att kolesterin dr en viktig bestandsdel i
dessa flytande flottar (3). Flottarnas vatske-
plattformar innehaller lipider i dubbelskiktet
och forekommer déar tdtare packade dn i det
omgivande vitskeskiktet. En av kolesterinets
funktioner &r att packa samman de lipider och
proteiner som bildar dessa flottar. Det bérjar
bli klart att en av de viktigaste uppgifterna for
kolesterin i var kropp é&r att fungera som ett
molekyladrt lim for att binda ihop flottarna.

Véra arbeten med cellpolaritet i epitelcel-
ler gav mig idén till flottarna. Epitelcellerna
bildar skikt som técker alla vara organ och
fungerar som en barridr mellan den externa
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och den kroppsinterna miljon. I till exempel
tarmen bildar epitelet ett skyddsskikt déar
den del av plasmamembranet som vetter mot
tarmlumen, det sd kallade apikala plasma-
membranet, dr isolerad fran det basolaterala
plasmamembranet, riktad mot insidan och
blodforsorjningen. Mellan de apikala och de
basolaterala membrandoménerna finns en
diffusionsbarridr, zonulae occludentes, som
ocksa bildar en forbindelsezon mellan celler-
na i epitelet. De apikala och den basolaterala
membranerna har olika funktioner och dérfor
ocksé olika proteinsammansittning. Aven
lipiderna &r olika apikalt och basolateralt.
Glykosfingolipider &r starkt anrikade apikalt
och bildar en tétt packad skyddsbarridr mot
tarminnehallet.

Vi var intresserade av hur nysyntetiserade
proteiner och lipider transporteras apikalt och
basolateralt. Hur klarar cellen av detta sorte-
ringspussel? For att alla funktioner ska fungera
normalt byter cellen sténdigt ut sina bestands-
delar genom nysyntes, precis som delar i ett
flygplan ersétts. For att forklara hur apikala
proteiner och glykolipider skickas ut i paket
fran postanstalten i cellen, Golgikomplexet,
postulerade vi att dessa lipider tillsammans
med sina proteinpassagerare bildar plattfor-
mar i Golgimembranet, dvs. flottar for apikal
transport. Forst trodde vi att det hér enbart
var ett fenomen i epitelceller, men det visade
sig att flottarna var generella och utgjorde en
allmént funktionerande princip i véra celler.
De hade inte bara transportfunktioner utan
var verksamma i ett flertal membranprocesser,
t.ex. signalering och metabolism.

Var nya modell var tekniskt svar att pavisa
och ledde ldnge till meningsskiljaktigheter
och kontroverser. En orsak var att flottarna
med sina lipider och proteiner visade sig vara
svarlosliga i detergentia. Denna pavisnings-
metod borjade anvidndas som ett bevis for att
demonstrera att en membranprocess skedde i
sfingolipid-kolesterinflottar. Pl6tsligt uppkom
en trend att utféra dessa enkla detergens-
experiment och ibland manipulera resultatet
sé& att proteinet blev svarlosligt(4). Det ledde
till en uppsjo av publikationer vars tillforlit-
lighet var svar att bedéma (5).

Denna fas dr nu forbi. Nya sofistikerade
metoder har gjort sitt intdg pa filtet. Framst
dr det frdga om att avancerad singelmolekyl-
mikroskopi och spektroskopisk teknik har
revolutionerat forskningen. Dessa metoder
har visat att membranflottarna dr dynamiska
strukturer. De dissocierar och associerar i
millisekundhastighet (6). Vidare har det visats

att dessa fluktuerande nanoflottar kan stabi-
liseras for att bilda mera héllbara plattformar
som fungerar i membrantrafik, cellsignalering
och manga andra membranprocesser.

Ett exempel for en process dar dessa flottar
spelar en viktig roll dr T-cellssignaltransduk-
tion. Nar en T-cell méter en antigenpresen-
terande cell bildas mellan dessa celler en
kontaktzon - en immunologisk synaps - dér
T-cellsreceptorn binder till antigenet i MHC-
proteinet (7). Denna process leder till en an-
hopning av nanoflottar med T-cellsreceptorer
som smalter ihop till en synaps dar ett kompli-
cerat maskineri av proteiner aktiverar T-cellen
for att astadkomma ett specifikt immunsvar.

Lipidforskning i framtiden

Ett omrade som har kommit pa efterkdlken
i den snabba utvecklingen av genomik och
proteomik &r lipidanalytiken. Utvecklingen
av nya metoder har revolutionerat analys-
metodiken i molekyldrbiologin. Och nu goér
masspektrometrin sitt intag i lipidanalytiken
och kommer att revolutionera lipidologin.
Vart Max-Planckinstitut i Dresden har varit
en banbrytande pionjidr pa detta omrade,
och med den metodologi vi dér har utvecklat
kan vi analysera de hundratals olika lipider
som utgodr byggstenarna i cellmembraners
lipiddubbelskikt och dessas flottar. I ett sam-
arbete med Thomas Harders forskargrupp
i Oxford har vi isolerat T-cellssynapser och
demonstrerat att lipider som vi postulerat
ska finnas i membran flottarna i sjdlva verket
anrikas i synapsen (8). Efter alla kontroverser
speciellt pa detta omrade dr det ett synnerligen
tillfredsstéllande resultat for var forskning.
Flottarna anvands som funktionsprincip i
flera olika immunologiska processer, bland
annat ocksa i B-cellsimmunsvar och allergiska
reaktioner.

Det fascinerande i all denna komplexitet
som moter oss i dag i den biomedicinska
forskningen ar att grundprinciperna trots allt
ar relativt enkla, medan den kemiska sam-
manséttningen dr komplicerad. Den mole-
kyldra diversitet som vi patréffar i naturen &r
enorm. Tdnk bara pa alla olika slags proteiner
som finns i olika organismers proteom! Men
genom att denna komplexitet har uppstatt
under evolutionen fran en enda urcell kan vi
spara sldktskapet pa all nivéer i biologin. Inte
bara det genetiska spréket, kodat i vira geners
DNA, é&r identiskt i alla levande organismer.
Manga andra slaktdrag kan ocksé pavisas om
vi bara tranger tillrackligt djupt i vara analyser.
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Singer och Nicolsons membranmodell. Har ser vi proteinerna simma omkring i ett lipiddubbelskikt av fosfopider,

sfingolipider och kolesterin.

Det giller ocksa for var modell for dynamisk
membrankompartmentalisering. Den grundar
sig egentligen pa fasseparering, det fenomen
som far olja och vatten att separera i tva olika
faser. Nar nanoflottarna i cellmembranen
smalter ihop till storre plattformar bildas ett
mera téttpackat men flytande dubbelskikt som
skiljer sig fran det omgivande membranet.
En vitske-vitske imiscibilitet formulerade
att antalet faser i ett slutet system i jamvikt
forenklat uttryckt dr n-1 ddr n dr antalet
kemiska komponenter i systemet. Det skulle
betyda att ett cellmembran som innehaller
over 1 000 lipid- och proteinkomponenter
kunde uttrycka bortat 1 000 olika faser. Men
sd ar det inte! Vi har visat att vi, om vi pro-
ducerar “ballonger” av plasmamembraner
fran celler, kan inducera en fasseparation i
plasmamembranet som vi kan iaktta i mikro-
skop: en fas dar flottarna har smélt samman
och en annan fas dir membranets andra be-
standsdelar har flutit ihop. Dessa bada faser
dr segregerade fran varandra (9). Med andra
ord uppfor sig plasmamembranets kemiska
komponenter som tva kollektiv. Det kunde
betyda att membranets lipider och proteiner
under evolutionstrycket har utvecklats sa att
egenskaper med formagan att fasseparera
har fokuserats pé tva eller ett fatal kemiska
grupperingar som gor det mojligt for cellen
att med en obetydlig energiinsats dynamiskt
kompartmentalisera sina membraner for att
genomfora olika funktioner. Trots den mo-
lekyldra komplexitet som dr nédvéandig for
att uppritthalla alla membranfunktioner &r
grundprincipen fér membrankompartmenta-
lisering i princip dérfor ratt enkel. Flottarna

mojliggor att parallella processer samtidigt
kan dga rum i samma cellmembran; plattfor-
marna skapar separerade reaktionsrum for
olika celluldra processer. Dessa konstruk-
tionsprinciper for dynamisk membranarki-
tektur har ocksa stor betydelse i patogenesen
for olika sjukdomsprocesser. Lipidnivierna,
inte bara kolesterinkoncentrationen, maéste
regleras exakt for att kroppen ska fungera
normalt. Vi vet att denna homeostas tar en
avsevird del av vart genom i ansprak.

Mebranflottar

Vi har studerat en sjukdom dar membranflot-
tarna spelar en viktig roll, ndmligen Alzhei-
mers sjukdom. Vi vet att familjar alzheimer
orsakas av genetiska mutationer som géller
APP (amyloid precursor protein). Detta
membranprotein spjdlkas av tva protoly-
tiska enzymer, beta- och gammasekretas, i
ett fragment - beta-amyloid. Beta-amyloid
ar svarlosligt och kan avlagras i hjirnan om
produktionen blir for hog. Denna amyloid
ar ocksé toxisk for neuroner. Vi har visat att
beta-sekretasspjdlkningen &dger rum i endo-
somer, det kompartment som bildas genom
endocytos fran plasmamembranet. Dar sker
produktionen av beta-amyloid genom en sam-
mansmaltning av sfingolipid-kolesterinflottar
som &r bérare av bade beta-sekretas och en
minoritetspopulation av APP (10). Beta-
amyloid produceras under hela vart liv i stort
sett i alla celler i kroppen, men vid nigon
tidpunkt efter ca 65 ars alder blir belastningen
for stor for de patienter som far alzheimer,
och hjdarnan klarar inte av renhéallningen av
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Figur 2.

En schematisk bild av sfingolipid (réda) — kolesterin-
membranflottar — utan proteiner. Flotten flyter i ett
dubbelskikt av omattade fosfolipider (bla).
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Figur 3.

Schematisk bild av en plasmamembran dér dyna-
miska nanoflottar (rdda) med proteiner (gula och
latt roda) flyter omkring. Dessa flottar kan aktiveras
genom att oligomerisera proteiner eller lipider i flot-
tar sd att dessa nanoflottar smalter samman till en
stabilare plattform (r6d) dar t.ex. en T-cellsreceptor
aktiverar en signalprocess som fors vidare in i cellen.

beta-amyloid. For patienter som har arftlig
alzheimer upptriader sjukdomen redan i &l-
dern 40-50 ar for att produktionen av beta-
amyloid &r genetiskt forhojd.

For nédrvarande finns inga verksamma
lakemedel for patienter med Alzheimers
sjukdom. Om man kunde inhibera beta-
sekretasenzymet dtminstone partiellt, vore
en alzheimerterapi potentiellt mojlig. An sa
lange existerar inga effektiva beta-sekretasin-
hibitorer pad marknaden. Ett problem &r att
en beta-sekretasinhibitor méste passera tva
cellmembraner for att né sitt mal. Forst méste

likemedlet transporteras genom plasmamem-
branet och sedan maste det nd endosomens
inre genom endosomens membran. Vi héller
pa att utveckla en ny strategi for att finna en
16sning pa detta problem. For att underldtta
transporten till endosomerna och for att slussa
in inhibitorn i endosomflottarna har vi forsett
en beta-sekretasinhibitor som biter pé isolerat
enzym men som inte dr aktiv i cellf6rs6k med
ett ankare som bestar av ett kolesterinderivat.
Och det fungerar! Genom att férankras inne i
plasmamembranet dker inhibitorn snalskjuts
in i cellen rakt till endosomen dér den via
sitt sterolankare ocksad inkorporeras i APP-
sekretasplattformen for att inhibera proteo-
lysen (11). Nu soker vi efter vigar att slussa
in en sadan forankrad inhibitor i hjarnan. Vi
hoppas att pa detta sétt kunna anvdanda den
kunskap vi har vunnit genom véra biokemiska
och cellbiologiska experiment till att utveckla
nya strategier for ladkemedelsutveckling.
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