Mitt liv med membraner

CARL G. GAHMBERG

Under studietiden var jag aktiv i Thorax och
senare inom Helsingfors universitets student-
kar dér jag som styrelsemedlem upplevde bl.a.
ockupationen av Gamla studenthuset hosten
1968. Det var en oforglomlig upplevelse!
Men sommaren 1968 hade jag ocksd borjat
som amanuens pa Serobakteriologiska insti-
tutionen i dadvarande docenten Kai Simons
forskargrupp. Ungefdr samtidigt anslot sig
Ari Helenius till samma grupp och litet se-
nare Henrik Garoff. Det var en fin tid. Kai
hade nagot tidigare kommit tillbaka fran sin
postdoktorala vistelse vid Rockefelleruni-
versitetet. Under vistelsen i New York hade
han tréffat virologen Leevi Kédidridinen, och
Kais entusiasm i kombination med Leevis
realism ledde till att de beslét borja studera
Semliki forest-virusets membran. Nagot se-
nare atervdnde ocksd Ossi Renkonen, son
till institutionens chef Olli Renkonen, fran
Harvard ddr han hade arbetat med Konrad
Bloch, kénd steroidforskare, som tidigare fatt
nobelpriset i fysiologi eller medicin for synte-
sen av kolesterol. Ossis starka sida var lipider
och gedigna kunskaper i kemi. I Mejlans vid
nuvarande Haartmaninstitutet ordnades varje
vecka forskarseminarier som drog till sig en
begrénsad men motiverad publik.

Avhandlingsprojektet

Semliki forest-viruset mognar genom knopp-
ning fran vérdcellens plasmamembran och
har en relativt enkel proteinkomposition
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om man jamfér med daggdjurscellers mem-
braner. Darfor kom det att utgora en utmarkt
membranmodell. Mitt avhandlingsprojekt
utgjordes av isolering och karaktérisering av
plasmamembraner fran BHK-fibroblaster,
som anvindes som vérdceller. Ingen i gruppen
hade nagon storre kunskap inom omradet och
det géllde att applicera och utveckla metoder
frdn andra system. Vi brukade odla upp till
200 flaskor fibroblastceller, cellerna skra-
pades loss fran flaskorna och membranerna
isolerades genom anvidndning av olika slag av
centrifugering. Sedan skulle renheten bestdm-
mas genom anvandning av olika enzymer som
markorer. Det var arbetsamt, efter en lang
arbetsdag gillde det att komma tillbaka k.
2 pa natten och fortsdtta bestdmningen av
enzymaktiviteterna klockan 7 pa morgonen.
Genom att gora inmérkning med radioaktiva
socker f6ljd av gelelektrofores, kunde jag
identifiera nagra plasmamembranspecifika
proteiner. Viktigast var dock att vi kunde
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visa att plasmamembranets lipider var néstan
identiska med virusets och att glykolipider
var koncentrerade i plasmamembranerna (1).

Postdoktoral forskare i Seattle

Efter att ha disputerat 1971 sokte jag ett NIH
Fogartystipendium och fick ett sddant f6r en
postdoktoral vistelse i professor Sen-itiroh
Hakomoris laboratorium vid University of
Washington i Seattle pa USA:s vastkust. Det
gick dock en tid innan allt var klart och un-
der tiden sysslade jag med att syntetisera ett
radioaktivt reagens, som Mark Bretscher vid
Medical Research Council-laboratorierna i
Cambridge hade beskrivit, och som hade den
egenskapen att det reagerade med aminogrup-
per i proteiner och lipider pa cellers yta. Det
kunde inte trdnga igenom lipidmembranet.
P4 sé satt kunde ytexponerade molekyler och
exponerade doméner identifieras (2). Jag larde
mig mycket av dessa arbeten, vilket senare
visade sig vara mycket nyttigt.

I september 1972 anldnde min hustru och
jag till Seattle med var tre manader gamla
dotter. Vi méttes pa flygfaltet av Hakomori
och det var en upplevelse att vara passagerare
nér han korde. Han kunde vinda sig till oss
i baksitet och prata medan han korde i full
fart - allt gick dock bra.

D& Hakomori horde att jag sysslat med yt-
mirkning ndmnde han att det finns ett enzym,
galaktosoxidas, som kan oxidera galaktos
och N-acetylgalaktosamin till motsvarande
Cé6-aldehyder. Vi beslét da att prova om enzy-
met kan oxidera dessa socker pa cellers ytor.
Efter oxidation kunde aldehyderna reduceras
tillbaka med tritierat natrium borohydrid och
sélunda bli radioaktiva. D& enzymet har en
hog molekylvikt kan det inte l4tt trdnga ige-
nom membranet utan reagerar endast med
molekyler pa cellytan. De radioaktivt lad-
dade molekylerna kunde sedan studeras t.ex.
genom anvandning av gelelektrofores. Pa den
tiden fanns det inte s.k. slab geler utan man
anviande cylindriska geler gjutna i glasror.
Efter elektroforesen tog man ut gelerna, som
ofta gick sonder, och skar dem i tunna skivor,
vars radioaktivitet sedan mattes i en scintil-
lationsrdknare. Det hér var arbetskrdavande
och resolutionen var ganska dalig.

Men metoden fungerade! Vi kom ocksa
underfund med att om cellen forst behand-
lades med neuraminidas, som klyver bort
terminala sialinsyror, s& exponerades mycket
mera galaktos och inmérkningen blev mycket

béttre. Metoden kordes in genom anvindning
av ménniskans roda blodkroppar, och vi sag
bl.a. en stark inmérkning av glykoforinmo-
lekylerna (3). Detta protein ar ett klassiskt
membranprotein och var ldnge det enda som
hade sekvenserats (4). Vi studerade ocksa pro-
teinerna hos fibroblaster och observerade en
stark inmérkning i ett hogmolekylirt protein,
som vi kallade galaktoprotein a (5, 6). Senare
fick det namnet fibronektin. Oberoende av oss
hittades samma protein av Richard Hynes i
London och Erkki Ruoslahti och Antti Vaheri
i Helsingfors. Fibronektin dr det forsta adhe-
sionsprotein som har beskrivits.

Tillbaka i Helsingfors

Vistelsen i Seattle var mycket givande och gav
ett utmérkt utgngslige for fortsatt forskning
nér jag hosten 1974 atervande till Helsingfors
och Serobakteriologen.

Nagot senare kom Leif Andersson fran sin
postdoktorala vistelse hos Hans Wigzell i
Uppsala. Leif hade i Pekka Hayrys grupp pa
Patologen i Helsingfors utvecklat metoder
for att isolera olika leukocyter, bl.a. T- och
B-lymfocyter, och kunde gora olika typer av
lymfoblaster m.m. Vi inledde snart ett mycket
fruktbart samarbete. Vid den tiden visste man
mycket litet om leukocyters membranpro-
teiner. Flera ytantigener hade beskrivits, men
deras molekyldra natur var mycket bristfalligt
kéand. Det var endast transplantationsantige-
nerna man visste nagot om. Vi utgick dock
ifran att det sidkert finns andra ocksé kvantita-
tivt viktiga molekyler som kunde identifieras.

Forst karaktédriserade vi T- och B-celler
hos mus och senare ménniskans blodceller
och hittade flera tidigare okénda molekyler
(7-9). Ett av proteinerna visades langt se-
nare av nobelpristagaren E. Fischer vara ett
tyrosinfosfatas, det forsta av det slaget som
identifierats och som nu kallas CD45. I flera
arbeten studerade vi cellinjer, bdde normala
och maligna (10, 11).

Vid samma tidpunkt utvecklade vi ocksa en
metod for att mérka in cellytans sialinsyror.
Det var tidigare ként att laga koncentratio-
ner av perjodat selektivt oxiderar sialinsyra
till aldehydderivat. Da vi gjorde detta vid
00C pé is kunde perjodatmolekylerna inte
transporteras in i cellen, utan endast ytbe-
lagna sialinsyror oxiderades. Sedan kunde
dessa reduceras med tritrerad borohydrid. Vi
kunde visa att metoden var ytselektiv genom
att isolera membraner fran roda blodkroppar
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och rekonstruera membranvesikler i ndrvaro
av losliga sialinsyrahaltiga glykoproteiner sa
att dessa membranvesikler kom att innehalla
de tillsatta glykoproteinerna. Experimenten
visade att de har glykoproteinerna var oat-
komliga for perjodat. Denna metod visade sig
vara mycket anvdndbar (12).

Jag ville dock inte ldimna ménniskans roda
blodkroppar, som var mycket ldttare att arbeta
med. I samtal med forskare pd Réda Korsets
Blodtjanst fick jag héra om ett underligt
transfusionsfall. En person frdn Vasatrakten
hade fatt en svar transfusionsreaktion trots att
hans ABO- och Rh-blodgrupper hade kontrol-
lerats. Vi fick nagra milliliter av personens
blod, jag mérkte in proteinerna och méirkte
genast att cellerna helt saknade glykoforin,
det bést kinda membranproteinet (13). Detta
fynd véckte stort intresse i forskarkretsarna,
i synnerhet da personen med denna defekt
for ovrigt var helt frisk. Vi kunde nu gora ett
specifikt antiserum mot glykoforin genom att
immunisera med ett halvrent glykoforinpre-
parat foljt av absorption med dessa En(a-)
glykoforinnegativa membraner. Leif testade
sedan genom immunfluorescens olika vix-
ande cellinjer och mérkte att cellinjen K562
uttryckte glykoforin (14). Det var ju spian-
nande eftersom ingen méansklig erytroid
cellinje tidigare hade beskrivits. K562-celler
anviandes mycket som malceller for naturliga
mordarceller (NK) men ansags vara myeloida.
Vi kunde sedan immunprecipitera glykoforin
fran dessa celler. Stor sensation vickte sedan
upptéackten att K562 borjade syntetisera he-
moglobin efter tillsats av smorsyra (15). Detta
ledde ocksa till en héftig polemik med K562-
cellernas upptéckare, som forst inte trodde pa
vara resultat (16).

Senare kunde vi i detalj studera biosynte-
sen av glykoforin i K562-celler med hjilp av
vart specifika antiserum. Dessa arbeten och
]J. Stromingers arbeten med HLA-molekyler
kom att vara de férsta ddr membranproteiners
syntes och glykosylering i dédggdjurscellen
studerades i detalj (17).

Under senare delen av 1970-talet inne-
hade jag yngre och &ldre forskartjanster
vid Finlands Akademi, vilket mgjliggjorde
heldagsforskning. Vid Abo Akademi hade
professuren i biokemi och farmaceutisk kemi
blivit lediganslagen, och 1979 utndmndes jag
till tjainsten. Men 1979 hade ockséa biokemi-
professuren vid Helsingfors universitet blivit
oppen efter Kai Simons. Han hade aldrig skott
tjansten och arbetade vid det nya molekylér-

biologiska laboratoriet i Heidelberg (EMBL).
Biokemiprofessuren hade forst innehafts av A.
I. Virtanen. I konkurrens med en stor del av
landets biokemister fick jag tjansten 1981 och
sedan dess har jag arbetat pa Biokemiska in-
stitutionen/avdelningen. Aren 1986-1991 var
jag forskarprofessor vid Finlands Akademi.

Jag foljde fortlopande vad som publicerades
om réda blodkroppar. I slutet av 1970-talet
ldste jag tva arbeten om RhD-antigenet publi-
cerade i en ansedd tidskrift. I det ena arbetet
hidvdades det att antigenet var ett litet mini-
protein med en molekylvikt pa 5 000-7 000,
medan i det andra arbetet pastods att dess
molekylvikt var ca 90 000. Denna klassiska
blodgrupp var alltsa fortfarande kontroversiell
till sin molekyldra natur. Av forskarna péa
Blodtjanst fick jag RhD-blod och antiserum.
Jag markte in blodkropparnas membran med
galaktosoxidas- och perjodatmetoderna och
analyserade preparaten med gelelektrofores
men fick inget klart resultat. Jag forsokte da
anvianda en annan metod, laktoperoxidas-
katalyserad jodering med radioaktiv jod. Med
denna metod kan man mérka in aminosyran
tyrosin i proteiner. Efter immunprecipitering
kunde jag isolera ett svagt laddat proteinband
med en molekylvikt pa cirka 30 000 men var
osdker pa resultatet. Jag fick da hora att det
finns s.k. superRh-individer med stérre &n
normala méngder RhD. Jag fick nagra milli-
liter sddant blod, och nu var det inget tvivel
om saken, ett starkt laddat protein med en
molekylvikt pa 30 000 syntes tydligt (18). Ett
liknande resultat fick en forskargrupp i Skott-
land oberoende av oss. Senare karaktériserade
jag noggrannare proteinet och kunde visa att
det verkligen inte innehéller socker, vilket
forklarar det faktum att det inte kunde laddas
med mina tidigare utvecklade metoder (19).
Vid Johns Hopkins universitetet i USA note-
rades Rh-arbetena och Peter Agre forsokte
isolera Rh-proteinet for fortsatta studier. Detta
var dock inte l4tt och han isolerade i stéllet en
kontaminant. Detta protein visade sig senare
transportera vatten genom membranet och
kallas aquaporin. Peter Agre fick nobelpriset
i kemi &r 2003.

Leukocytadhesion

Det borjade smaningom bli uppenbart att
jag for att komma vidare borde borja studera
nagot fysiologiskt och helst kliniskt viktigt
problem.
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Ar 1982 var jag opponent for Manuel
Patarroyo vid Karolinska Institutet. Han hade
skrivit sin avhandling under handledning av
professor Georg Klein, en av virldens mest
kidnda cancerforskare. I arbetet visade han
att nér leukocyter inkuberas med forbolestrar
sker snabbt en aggregering av cellerna. Vad
det berodde pa var helt oklart. Manuel kom
sedan till Helsingfors som postdoktoral
forskare och vi paborjade ett intensivt och
givande samarbete. Vi utgick ifrdn hypotesen
att man kunde identifiera receptorer for detta
fenomen genom att blockera den inducerade
adhesionen med monoklonala antikroppar
mot receptorn/liganden. Vi skrev till forskare i
hela vidrlden som hade beskrivit monoklonala
antikropppar som reagerade med ménsk-
liga leukocyters ytor och erholl cirka 100
olika antikroppar. En av antikropparna (fran
Seattle!) inhiberade verkligen adhesionen
som astadkommits med forbolestrar. Efter
immunprecipitering fick vi tvd proteinband
och kunde visa att antikroppen reagerade
med den mindre polypeptiden med en mo-
lekylvikt pa cirka 90 000 (20). Denna och
liknande beskrivna antikroppar hade visats
paverka flera funktioner i leukocyter, sdsom
antikroppsbildning, kemotaxis m.m., och
antigenet kallades darfor leukocyte function
associated antigen -1 (LFA-1). Antigenet var
alltsa ett protein som var involverat i adhe-
sion. Granulocyter visades ha ett liknande
nérbesldktat protein som kallades Mac-1 och
hade samma p-kedja (21). Vi hade brattom att
publicera fynden pga. hard konkurrens och
valde darfor ett snabbt publikationsforum.
Néamnas kan att Ruoslahti med medarbetare
isolerade receptorn for fibronektin, och denna
konstaterades senare hora till samma familj
av adhesionproteiner (22). Dessa proteiner
kom senare att kallas integriner. Ar 1987
identifierade vi med samma metod den forsta
liganden for LFA-1, intercellular adhesion
molecule -1 (ICAM-1) som ocksé beskrivits
av T. A. Springer i Boston (23).

Efter dessa arbeten pa 1980-talet har vi allt
mer koncentrerat var forskning pa att utreda
hur leukocytintegrinerna och deras ligander
ser ut och hur de funktionerar. Denna forsk-
ning har lett till mera &n 100 publikationer i
ledande tidskrifter. Framtiden far utvisa vilka
fynd som var viktigast.

Vi har anviant mycket tid och krafter pa att
forsoka forsta hur integrinernas aktivitet reg-
leras. D& receptorn for forbolestrar dr prote-
inkinas C, ett enzym som féster fosfatgrupper

pé aminosyrorna serin och treonin i proteiner
inne i cellerna, var det naturligt att utgd ifran
att fosforylering dr viktigt. Genom att mérka
in celler med radioaktivt fosfat visade det sig
att integrinernas storre kedjor (o-kedjorna)
hela tiden inneholl fosfat medan den ndmnda
B-kedjan fosforylerades endast efter aktivering
(24). Detta tydde naturligtvis pé att -kedjans
fosforylering &r viktig vid adhesion. Springers
grupp visade att serin-756 i p-kedjans cyto-
plasmadomaén var starkt fosforylerat efter ak-
tivering, danda hade mutering av denna amino-
syra ingen effekt pa adhesionen (25). Men om
treoninerna 756-758 muterades, inhiberades
adhesionen. Han sag dock ingen fosforylering
av treoninerna. Men vi undersékte moleky-
lerna noggrannare och kunde visa att en stark
treoninfosforylering i sjdlva verket syntes nér
fosfataserna inhiberades (26). I senare arbe-
ten har vi sedan visat att s.k. 14-3-3 proteiner
efter treoninfosforyleringen i f-kedjan binds
till denna och i sin tur hindrar bindningen av
ett protein kallat filamin, som dr bundet till
B-kedjan i vilande celler (27). Sedan sker en
signalering till cytoskelettets smé& G-proteiner
foljd av sammangyttring av integrinerna med
okad adhesion som f6ljd (28). Det dr dock
Kklart att det i signaleringskedjan &nnu finns
manga oklara komponenter som vi héller pa
att identifiera. Vi har ocksé nyligen tillsam-
mans med amerikanska forskare identifierat
en naturlig inhibitor for leukocytadhesion.
Detta Del-1 protein sitter bundet till endo-
telceller och hindrar integrinerna att verka
(29). Pa sikt kan denna upptéckt fa klinisk
betydelse.

Ocksa liganderna for integrinerna har visat
sig vara intressanta. Efter ICAM-1 har fyra an-
dra ligander identifierats och karaktériserats,
och vi har varit med i tre av dessa projekt.
ICAM-2 har visat sig vara uttryckt i leukocy-
ter och endotelceller och har intressant nog
ocksa en adhesionsokande effekt (30). Vi
kunde vidare identifiera bindningsstillet for
integrinerna i ICAM-2 och gjorde peptider
som hindrar adhesion men som ocksa i laga
koncentrationer kan aktivera cellerna (31,
32).

ICAM-4 finns bara i roda blodkroppar.
Denna molekyl &r i sjdlva verket associerad
med Rh-molekylerna och kallades tidigare
for LW-blodgruppen (Landsteiner-Wiener).
Det var sarskilt intressant for oss da vi tidi-
gare studerat Rh. Tillsammans med franska
forskare utredde vi i detalj vilka aminosyror
i ICAM-4 som ér viktiga for integrinbindning
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(33, 34). ICAM-4 har kanske betydelse vid
omséttningen av réda blodkroppar genom att
den binds till makrofager i mjélten, och gamla
roda blodkroppar binds ldttare 4n sddana som
endast varit i cirkulation en kort tid (35).

ICAM-5 forekommer endast i neuroner i
hjdrnan. Den binder leukocyter till neuroner
men kan ocksa ha betydelse vid bindningen
av dendriter till axoner vid bildningen av
synapser (36, 37). Tillsammans med forskare
i Harvard har vi nyligen bestamt den tredi-
mensionella strukturen av ICAM-5 och LFA-1
integrinets bindningsdomén (I-domé&nen)
bundna till varandra. Mycket intressant ar
att da bindningen sker s& translokeras en
a-helix frdn I-doménen, och till det frigjorda
omrédet binds i stillet motsvarande a-helix
frdn en narliggande I-domén o.s.v. P& detta
sétt kan integrinerna bilda komplex av flera
molekyler tillsammans, vilket okar deras
sammanlagda bindningsforméga (aviditet)
(38). Detta kan vara en allmén princip vid
reglering av receptoraktivitet. Intressant dr att
da glutamatreceptorerna i hjarnan aktiveras,
sker en klyvning av ICAM-5 genom aktivering
av metalloproteaser (39), och det uppkomna
l6sliga ICAM-5-fragmentet dr starkt im-
munsuppressivt (40). Denna egenskap kan ha
stor betydelse vid inflammatoriska tillstand i
centrala nervsystemet. ICAM-5 kan pa manga
sdtt vara viktigt for hjarnans funktion, och
bl.a. visar studier av s.k. knockout-méss for-
dndringar i minnesfunktioner.

Redan i borjan av min forskning hade jag
férmanen att fa stipendier fran Finska Lika-
reséllskapet och Nylands nation. Senare har
forskningen bekostats forutom av Lékaresall-
skapet framforallt av Finlands Akademi, Sig-
rid Jusélius Stiftelse, Cancerstiftelsen, Natio-
nal Institutes of Health, Magnus Ehrnrooths
Stiftelse och av Medicinska Understddsforen-
ingen Liv och Hélsa. Utan den kontinuerliga
finansieringen hade det inte varit mojligt att
forska. Jag dr djupt tacksam Gver att de ovan-
namnda organisationerna har gjort det mojligt
for mig att medverka till utvecklingen av den
biomedicinska forskningen.

Jag har haft privilegiet att samarbeta med
flera toppforskare bade inom och utanfor
landet, och m&nga av mina tidigare elever har
gjort en framgangsrik karridr. Detta har varit
oerhort stimulerande. Biokemin har varit och
kommer alltid att vara ett centralt omrade
inom biologisk och medicinsk forskning. Un-
der min tid har 233 forskare disputerat och
over 90 har utndmnts till docenter. P4 detta

omrade &r det alltsd ingen brist pa atervixt.
Som nobelpristagaren F. G. Hopkins har sagt:
“The biologist has long studied living organ-
isms and will continue to do so with ever-
increasing interest. As for the biochemist, his
may not be the last word in the description
of life, but without his help, the last word will
never be said”. Jag tror att han har rétt.

Prof. Carl G. Gahmberg
Institutionen for biovetenskaper
Biokemiska avdelningen

PB 56

00711 Helsingfors
carl.gahmberg@helsinki.fi
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