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Hvordan ved immunceller,
hvad de skal cede?

Nar kroppens immunceller ceder skadelige komponenter, spiller to specifikke proteiner
(receptorer) en central rolle ved at genkende “spis mig”-signaler, som immunsystemet klistrer
pd de dedsdemte komponenter. Forskere forseger at afdaekke den preecise struktur og
funktion af disse receptorer, da det har perspektiver for forst&elsen og behandlingen af

sygdomme som Alzheimers.

B Af Selma Thestrup Preisel, Kristian Juul-Madsen, Marlene Uglebjerg Fruergaard og Gregers Rom Andersen,

Vores immunsystem er konstant pa arbejde for at fjerne
celler i vores krop, der kan fremkalde sygdom. Det kan
bade veere celler, der treenger ind i kroppen udefra eller
celler i vores egen krop, der ikke laengere fungerer, som
de skal.

For at kunne udfgre denne livsvigtige opgave er det afgg-
rende, at immunsystemet kan genkende de potentielt
sygdomsfremkaldende celler. Og det gar de ved hjeelp af
specifikke proteiner pa overfladen af vores immunceller
kaldet receptorer. Disse receptorer genkender specifikke
mgnstre pa overfladen af de “misteenkelige” celler - det
kan for eksempel veere et bestemt protein pa en bakterie.

P& Aarhus Universitet arbejder vi i vores forskningsgrupper
med to vigtige receptorer, der indgar i dette genkendelses-
system. De to receptorer kaldes mere specifikt for komple-
mentreceptor 3 og 4, og de sidder pa overfladen af en lang
raekke immunceller fra det medfgdte immunsystem.

| Gregers Rom Andersens forskningsgruppe forsgger vi at
forstd komplementreceptorernes form, dynamik og funk-
tion, sa denne viden kan udnyttes i fremtidig behandling
af sygdomme. | Kristian Juul-Madsens forskningsgruppe
arbejder vi med at forsta, hvordan disse komplementre-
ceptorer virker i forbindelse med de neurodegenerative
sygdomme Alzheimers og Parkinsons.

Ndr immunsystemet ceder skadelige celler

Komplementreceptorerne hedder sadan, fordi de hgrer til
det sdkaldte komplementsystem, der er en vigtig del af det
medfgdte immunsystem. Overordnet bestar komplement-
systemet af en lang reekke proteiner, der findes i vores blod
som frie molekyler og pa vores immunceller som recepto-
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B Selma i gang med at oprense DNA, dgr koder for et protein,
som hun vil undersgge med enkelt-m¢gl le FRET.
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rer. Sammen med antistoffer og “aedeceller”,
fagocytter, hjeelper komplementsystemet
med at fjerne sygdomsfremkaldende celler.
Komplementsystemet kan, i modsaetning til
det adaptive immunsystem, ikke tilpasse sig,
men til gengeeld kan det reagere hurtigt.

Komplementreceptor 3 og 4's rolle i dette
system er at genkende et bestemt protein,
som immunsystemet szetter pa bade vores
egne dgende celler og pa indtreengende syg-
domsfremkaldende organismer. Dette prote-
in kaldes iC3b, og det fungerer som et “spis
mig”-signal. Hver skadelig celle meerkes med
mange iC3b-proteiner.

Nar de to komplementreceptorer binder til
iC3b, starter det en proces kaldet fagocyto-
se. Her tilintetggr immuncellen den maerke-
de celle ved at omslutte den med sin celle-
membran, for derefter at optage og til sidst
nedbryde den.

Ved en infektion kan denne proces fjerne
frie bakterier eller inficerede celler. Og nar
kroppen er i ligeveegt (kaldet homgostase)
opmaerker og fjerner processen Igbende
vores egne dgende celler, sa disse ikke opho-
bes i kroppen. Den specifikke meerkning af
skadelige og dgende celler med iC3b sikrer
altsa, atimmuncellerne ikke spiser kroppens
raske celler.

Bade komplementreceptor 3 og 4 kan ogsa
genkende andre mgnstre end iC3b pa over-
fladen af celler eller frie proteiner i kroppen.
Det kan fa immunceller til at binde sig til
blodkarrene og @gge dannelsen af nye blod-
kar, kaldet angionese, ind i omgivende veev.

Komplementreceptor 3 under mikroskopet
Nar vi kigger naermere pa de to komplemen-
treceptorer (3 og 4), sa er de selv proteinmo-
lekyler opbygget af to aminosyrekaeder; kal-
det alfa- og betakaeden. Betakaeden er ens
i de to komplementreceptorer, mens deres
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KOMPLEMENTRECEPTOR 3’'S KONFORMATIONER

Komplementreceptor 3 bestar af flere
sakaldte domaener skitseret med cirkler
pa figuren, som er rumligt afgraensede
dele af proteinet. Komplementreceptoren
har tre konformationer - bukket-lukket,
oprejst-aben og oprejst-lukket - der styrer
bindingsstyrken til liganden. Kassen
gverst til hgjre illustrerer, hvordan det
ligand-bindende domaene kan dreje
mellem to orienteringer, mens liganden
stadig sidder pa. Af tekniske grunde har vi
opdaget dette ved at bruge en mini-ligand
til strukturbestemmelsen. Nar vi laver bio-
fysiske malinger pa receptoren, maler vi
typisk kun pa ektodomeenet eller pa den
yderste del af det over “kneeregionen”.

Pa den nederste figur ses, hvordan vi ud
fra vores atomare modeller af komple-
mentreceptor 3 kan undersgge den tidsli-
ge dynamik i receptoren ved hjeelp af en-
kelt-molekyle FRET (se boks). Her kobler vi
to fluoroforer pa receptoren pa veldefinere-
de positioner. Den grgnne fluorofor (donor)

kan, nar den er taet pa den rade fluorofor
(acceptor), overfgre energi, som denne
kan optage og udsende med en endnu
laengere bglgeleengde end donoren. Jo
teettere, de to fluoroforer er pa hinanden,
jo mere energi overfgres og jo hgjere FRET,
maler vi. Vi designer nu forsggene sadan,
at de to fluoroforer er taet pa hinanden, nar
receptoren er i én konformation, og langt
fra hinanden, nar de er i en anden. Pa den
made kan vi fglge, hvor hurtigt receptoren
skifter mellem konformationerne.

Figuren viser to mulige forsggsdesign.

| A er de to fluoroforer placeret pa kom-
plementreceptor 3’s hovedfragment for
at folge rotationen af det ligand-bindende
domeene. Vi forventer, at denne bevee-
gelse er hurtig. | B er de placeret, sadan
at vi kan fglge bgjningen i receptorens
kneeregion. Da denne bevaegelse krever
beveegelse af flere domaener, forventer vi,
at den er langsommere end rotationen af
et enkelt domeene.
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ENKELT-MOLEKYLE-FRET

Man kan fglge en defineret bevaegelse i
et biomolekyle ved at lave en slags mole-
kylaer lineal. Her udnytter man en type af
molekyler kaldet fluoroforer.

En fluorofor er et molekyle, der absorberer
lys ved en bglgeleengde og udsender en
del af lyset ved en laengere bglgelaengde
med lavere energi (A). For at lave den mo-
lekyleere lineal udnytter man et feenomen
kaldet Forster-resonans-energioverfgrsel
(FRET). Her bruges to fluoroforer samti-
digt, en donor og en acceptor. Hvis de to
er taet pa hinanden, kan donoren overfgre
energi til acceptoren, som denne sa kan
udsende som lys som vist i B og C. Jo teet-
tere de to fluoroforer er pa hinanden, des

mere energi overfores til acceptoren. Vi
kan ogsa male, hvor meget lys, accepto-
ren og donoren udsender hver isaer. For at
male afstande i et protein kobler man de
to fluoroforer pa veldefinerede positioner

i proteinet. Antag nu, at i en konformation
af proteinet er de to fluoroforer teet pa
hinanden (hgj FRET) og i en anden langt
fra hinanden (lav FRET). Hvis man maler
pa en sadan prgve samlet (D), kan vi fa
information om, hvor mange molekyler
der er i hver konformation (fordeling). Men
i en prgve er der mange molekyler, der
giver signal samtidigt. For at folge, hvor
lang tid et enkelt proteinmolekyle er i hver
konformation, skal man derfor male FRET
pa enkel-molekyle niveau (E).

alfakeeder er forskellige. Tilsammen danner
de to keeder receptormolekylet, som har form
som et par ben, hvor “fgdderne” er forankret
i cellemembranen pa immuncellen. Den del
af receptoren, der sidder udenfor cellemem-
branen, kaldet ektodomaenet, kan ligesom et
par ben bgjes, fordi en region af molekylet
fungerer som et par knee, eller heengsler.

For begge receptorer geelder, at selve bin-
dingen til deres partnermolekyle - kaldet
liganden, som i forbindelse med fagcoytose
er iC3b - sker med en helt central region
af receptoren kaldet det ligand-bindende
domaene.

| vores forskning har Josefine Lorentzen
og Marlene Uglebjerg Fruergaard studeret
denne region af komplementreceptor 3 ved
hjeelp af en teknik kaldet kryogen elektron-
mikroskopi for at blive klogere pa bindingen
mellem receptoren og dets partnerprotein
iC3b.

Med denne teknik kan vi opna stillbilleder af
den tredimensionelle struktur af receptoren,
og vi kan beskrive positionerne af atomerne
i hvert stillbillede. P4 den made opnar vi en
meget detaljeret materiel forstaelse af, hvil-
ke forskellige strukturer, kaldet konformatio-
ner, proteinet kan antage.

Vi fandt til vores overraskelse, at det
ligand-bindende domeene kunne optraede i
to forskellige orienteringer i forhold til resten
af receptormolekylet, hvilket ikke er set fgr
indenfor denne receptorfamilie. Domaenet
kan saledes rotere 150° relativt til resten af
proteinet.

Nar immunceller spiser, fagocyterer, andre
celler, kreenges immuncellens cellemem-
bran rundt om malcellen, indtil denne er helt
omsluttet. Derfor ma orienteringen mellem
immuncellens komplementreceptor 3 og
liganden iC3b pa den celle, der bliver spist,
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alt andet lige veere variabel. En mulig forkla-
ring pd, at det ligand-bindende domaene kan
rotere, kan derfor veere, at receptoren pa den
made effektivt kan holde fast i iC3b under
fagocytose.

Pa vej mod en dybere forstdelse

Udover de nye konformationer for komple-
mentreceptor 3, som vi opdagede, ved man,
at receptoren kan indtage tre overordnede
konformationer, som bestemmer styrken af
bindingen mellem receptoren og liganden
(dvs. iC3b). Den laveste bindingsstyrke er
i en konformation, hvor receptoren er bgjet
i “knaeene”, hvilket placerer det ligand-bin-
dende domaene teet pa cellemembranen.
| de to andre konformationer med hgjere
bindingsstyrke er receptoren strakt ud, sa
det ligand-bindende domaene lgftes veek fra
cellemembranen. | den ene konformation
er receptorens to “ben” samlet, mens de er
adskilt i konformationen med den hgjeste
bindingsstyrke.

Hvis vi gerne vil endnu dybere i forstaelsen
af, hvad der sker, nar komplementreceptor
3 binder sig til iC3b-liganden, har vi brug for
at undersgge den tidslige dimension - altsa
hvordan og hvor hurtigt strukturelle aendrin-
ger i receptoren sker.

Det arbejder vi nu pa at belyse ved hjeelp af
en anden teknik kaldet enkelt-molekyle FRET.
Her kan vi udnytte vores detaljerede viden
om de konformationer, som receptoren kan
indtage. Ud fra vores atomare modeller kan
vi finde to positioner, der er taet pa hinanden i
den ene konformation og langt fra hinanden i
den anden konformation. Pa disse positioner
kan vi placere seerlige fluorescerende mole-
kyler, der gar det muligt at male deres indbyr-
des afstand som funktion af tiden.

Nar vi gerne vil forsta, hvordan komplemen-
treceptor 3 opfarer sig, er det blandt andet
fordi, det kan hjeelpe os med at forklare,
hvorfor visse mutationer kan lede til sygdom.
For eksempel ved vi, at en bestemt mutati-
on i komplementreceptor 3 giver hgj risiko

Elektronmikroskop
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KRYOGEN ELEKTRONMIKROSKOPI

Et proteins funktion er bestemt af dets
tredimensionelle form (struktur), og
hvordan det bevaeger sig (dynamik). Vi kan
se immunceller under et normalt lysmikro-
skop, men vi kan ikke direkte se komple-
mentreceptorerne.

Nar vi vil studere strukturen af biomoleky-
ler sasom proteiner, er kryogen elektron-
mikroskopi en udbredt metode. Her fryser
vi fgrst en prgve med det protein, vi gnsker
at studere, meget hurtigt ned, sa isen
bliver klar som glas. Prgven indeholder
mange kopier af proteinet, og nar preven
er frosset i et meget tyndt lag is, vil pro-
teinet derfor optraede i mange forskellige
orienteringer i prgven.

Herefter bruger vi et elektronmikroskop
til at skyde en elektronstrale igennem
den tynde is. Elektronerne fra stralen

vekselvirker med proteinernes elektro-
ner, og pa en detektor placeret pa den
anden side af prgven vil dette kunne ses
som 2D-projektioner af proteinet. Hver
orientering af proteinet vil udmegnte sig

i en 2D-projektion, der er forskellig fra
andre orienteringer. Og nar man har rigtig
mange af disse 2D-projektioner, kan man
rekonstruere et tredimensionelt volumen
af proteinet i praven.

Til sidst tilpasser vi en atomar model

af proteinet ind i dette volumen. Den-

ne atomare model repraesenterer den
tredimensionelle struktur af proteinet og
beskrives med en sakaldt koordinatfil. |
denne er hvert enkelt atom beskrevet med
en position i et standard-koordinatsystem
samt en temperaturfaktor, der angiver
hvor meget atomet bevaeger sig.
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En rask person har hverken amyloid-dannelse i hjerne eller blod, og
immunsystemet er derfor ikke aktiveret. For en person med tidlige
tegn pa demens kan tilstanden beskrives med to kategorier. Enten
har personen en darlig prognose og hgj amyloiddannelse i hjernen,
samtidig med at immuncellerne ikke er aktiveret i blodet, fordi

de store amyloider kun findes i hjernen. Alternativt kan personen
have en god prognose, fordi begyndende amyloider “vaskes” ud i

blodet, hvor de kan genkendes af immuncellerne gennem komple-
mentreceptor 4, og de har derfor ikke amyloidophobning i hjernen.
Genkendelsen i blodet gennem komplementreceptor 4 sker, fordi de
negativt ladede sidekaeder i amyloid-B danner et mgnster, men kun
nar amyloiddannelsen er startet. De monomere amyloid-B proteiner
kan derfor ikke aktivere immunsystemet, hvilket er grunden til, at
den raske person ikke har et aktiveret immunsystem.
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for at fa den autoimmune sygdom Systemisk
Lupus Erythematosus (SLE), der er en kro-
nisk betaendelsessygdom. Pa laengere sigt
kan den detaljerede forstaelse af recepto-
rens dynamiske egenskaber maske meduvir-
ke til at udvikle leegemidler til behandling af
denne sygdom.

Nar affaldsstoffer giver sygdom

Der er formentligt mange andre sygdomme,
som vi kunne blive klogere pa og bedre til at
behandle ved at forsta, hvordan de to kom-
plementreceptorer fungerer. Et oplagt sted at
kigge hen er sygdomme, hvor ophobning af
“affaldsstoffer” spiller en central rolle i syg-
dommens udvikling.

Blandt disse er demenssygdomme som Alz-
heimers og Parkinsons, der rammer mere
end 10.000 nye patienter hvert ar i Danmark
alene.

En central hypotese for udviklingen af beg-
ge disse sygdomme er den sakaldte “amy-
loid-kaskade hypotese”. Den beskriver,
hvordan proteinerne amyloid-beta for Alz-
heimers og alfa-synuclein for Parkinsons
kan samle sig (aggregere) primaert i hjernen
men ogsa i blodet til farst sma proteinklyn-
ger og senere til lange fibriller og plak kaldet
amyloider.

Denne aggregering giver den termodynamisk
mest stabile struktur for proteinerne, og der-
for er der tre faktorer, der spiller en rolle for
udviklingen af aggregaterne - tid, tempera-
tur og koncentration.

Tidsfaktoren er en af arsagerne til, at syg-
dommen udvikler sig i et meget langstrakt
forlgb.

Temperaturen er i praksis konstant i den
menneskelige krop og spiller derfor en min-
dre rolle i denne sammenhaeng.

Koncentration er til gengaeld reguleret af en
lang reekke faktorer, blandt andet i hvor hgj
grad proteinerne produceres, og dernaest
med hvilken hastighed de fjernes igen, nar
de har udtjent deres normale rolle. Og her

kommer funktionen af komplementrecepto-
rer ind i billedet.

Komplementreceptorer som mdl for
sygdomsbehandling

Det er velkendt, at komplementreceptor 3
spiller en generel rolle i at genkende og fjer-
ne bade sma og store aggregater af amylo-
id-beta og alfa-synuclein. Men for nylig har
man ogsa opdaget, at komplementreceptor
4 er en central spiller i fjernelsen af seerligt
de stgrre aggregater, der er associeret med
sygdom.

Komplementreceptor 4 kan genkende de
molekyleere mgnstre, som opstar, nar amyloi-
der dannes, og denne genkendelse kan udlg-
se flere effekter, som kan bremse demens-
sygdommes udvikling. Fgrst og fremmest
kan genkendelsen lede til, at der optages
mere amyloid i immunceller, som derefter
nedbryder proteinerne, inden de aggregerer
yderligere.

Derneest kan genkendelsen lede til, at flere
immunceller binder sig til celler og veev, hvor
amyloid-aggregaterne sidder. | seerligt Alzhe-
imers er dette relevant, da mange patienter
danner amyloid i deres blodkar i hjernen.
Nar komplementreceptor 4 genkender disse
amyloider i hjernens blodkar, kan det lede til,
at flere immunceller strammer fra blodet og
ind i hjernen og hjeelper med at bremse syg-
dommens udvikling der.

| Kristian Juul-Madsens forskningsgruppe,
opdagede vi, at amyloid kan detekteres i blo-
det fra patienter med tidlige tegn pa sygdom-
men. Immunsystemet kan reagere pa de sma
maengder amyloid i blodet ved at skrue op for
produktionen og aktiviteten af komplemen-
treceptor 4 i immunceller. Det har samtidig
vist sig, at patienter med mange immunceller
med hgj aktivitet af komplementreceptor 4,
danner mindre amyloid i hjernen og dermed
har en bedre prognose end patienter, der har
fa af disse immunceller. Det modsatte gar
sig geeldende i patienter med en darlig pro-
gnose. De danner meget amyloid i hjernen,
men ikke sa meget i blodet, og derfor har de
en lav aktivitet af komplementreceptor 4.

Tilsammen peger disse fund pa, at komple-
mentreceptorer bidrager til den positive pro-
gnose, vi ser hos patienter med lav amyloid-
dannelse i hjernen.

Vores forskning er derfor nu fokuseret pa at
afprgve denne ide og undersgge potentialet
for at udvikle en egentlig behandling mod de
tidligere udviklingsstadier af Alzheimers. B

Forskningen omtalt i artiklen er stottet
af Novo Nordisk Fonden, Danmarks
Frie Forskningsfond, Leo Fonden, Lund-
beck Fonden og Weimann Fonden.
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