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KRAFTCELLER
OVERLEVER
VED AT BOJE
CELLEMEMBRANEN

Kraeftceller er meget robuste overfor skader, f.eks. reparerer de selv
huller i deres cellemembran. Det er en af grundene til, at kreeft effektivt
kan sprede sig. Forskerne er nu kommet naermere en forstaelse af,
hvordan reparationsprocessen i celler foregar pa nanoskala.

Pa sigt kan det fgre til mere effektiv behandling.

iologiske celler er omgi-
vet af en plasmamem-
bran, som adskiller dem
fra omgivelserne. Det
er en forudseetning for liv, som vi
kender det. Plasmamembranen
bestar af en blad film af fedtstoffer
med en tykkelse pa kun to fedtmo-
lekyler eller cirka 5 nanometer. En
nanometer er en meter delt med en
milliard.

Hvis plasmamembranen bliver
beskadiget, er det ngdvendigt for
cellen, at skaden repareres pa fa
sekunder. Ellers dgr den, fordi den
ikke kan opretholde sin unikke
sammensaetning, hvis den er uteet.
Skader pa membranen kan opsta
ved pavirkninger fra det omgivende
veev og forekommer seerlig ofte i
celletyper, som er meget aktive og
dynamiske. Det geelder eksempel-
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vis mange kreeftformer. Anleegget
for at reparere huller findes ogsa i
normale celler, men kreeftceller har
udviklet en seerlig “superkraft” til
at reparere membranskader. Hvis
vi kan forstd, hvordan de ggr det,
abner det i princippet mulighed for
at udnytte den viden til sygdomsbe-
handling. Og med et nyt forsknings-
samarbejde mellem Kraeftens Be-
keempelse og Syddansk Universitet
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er den forstaelse nu kommet et
skridt neermere.

Cellemembraner er simple
og sofistikerede

Membraner findes overalt i celler.
Plasmamembranen afgraenser
cellen mod omgivelserne, og inde

i cellen definerer membraner en
lang raekke organeller. Organeller
er strukturer i cellen med seerlige
funktioner, f.eks. mitokondriet, som
er cellens “kraftveerk”.

Selvom cellemembraner er yderst
komplekse og bestar af mange
dele, sa er den basale struktur
simpel: En film bestaende af fedt-
stoffer som spontant samler sig til
et dobbeltlag i vand. Selvsamlingen
skyldes, at fedtmolekylerne er am-
fifile, dvs. den ene del af molekylet
kan binde til vand (hydrofil), mens
den anden ende skyr vandet (hy-
drofob). | dobbeltlagets struktur har
den hydrofile del af fedtmolekylerne
kontakt med vandet, mens den hy-
drofobe del er skeermet fra vandet.

Plasmamembranens opgave er dog
ikke kun at isolere cellens indhold
fra omgivelserne, men i lige sa hgj
grad at sgrge for en kontrolleret
transport af molekyler og signaler
ind og ud af cellen. Denne transport
foregar ved hjaelp af mange tusinde
forskellige proteiner i cellemembra-
nen, som er specialiseret til hver
deres opgave.

Hvis der gar hul pa plasmamem-
branen, forstyrres cellens kemiske
balance, og det fgrer hurtigt til, at
cellen dgr, hvis skaden ikke ud-
bedres. Men i mange tilfeelde kan
celler reparere selv ret store skader
pa membranen og leve videre.
Studiet af membranreparation er et
voksende felt, men fortsat relativt
nyt. Men den forskningsmaessig in-
teresse er stor, da processen spiller
en vaesentlig rolle i en lang reekke
sygdomme.

Selvlysende farvestof afslgrer
reparationsproteiner

Tidligere mente mange forskere, at
huller i cellemembranen spontant
lukker sig selv, da membranen er

Gron = Aktin (GFP)
Rad = Annexin A4 (RFP)

Annexin

e o7 Calcium-
~ ioner

Skade pa
membran

Beskadigelse og reparation af plasmamembranen i en kreeftcelle. Skaden kan paferes naturligt af
pavirkninger fra det omgivende vaev eller kunstigt af en fokuseret laserstrale pa celler i en cellekultur.
Efter skaden er opstaet, stremmer calcium-ioner ind i cellen, og derfor kan proteinet annexin binde til
membranen i naerheden af hullet under reparationsprocessen.

Kreeftcelle for laser-skade

Efter skade: Annexin (red) ved hullet

Fluorescensmikroskopi fgr og efter en kraeftcelle beskadiges med en laser i punktet markeret med *.
Proteinet annexin er meerket med rgdt farvestof og proteinet aktin er meerket med grgnt. Ved hjeelp af
de proteiner, der strammer til skadesomradet, er cellen nu i stand til at reparere sig selv og leve videre.

en blgd og selvsamlet struktur. |
dag ved vi, at sddan spontan repa-
ration formodentlig kun er relevant
for meget sma huller pa fa nano-
meter. For stagrre skader har celler
udviklet avancerede processer til at
reparere huller, og forskningen er i
disse ar kommet naermere en for-
staelse af de basale mekanismer.
Problemet er grundleeggende tveer-
fagligt og kreever bl.a. samarbejde
mellem cellebiologer og biofysikere.

En afgerende metode til at fa vi-
den om membranreparation er at
studere, hvordan individuelle celler
i en cellekultur reagerer, nar de
udseettes for en kontrolleret form
for skade. En cellekultur bestar af
celler udenfor deres naturlige om-
givelser, som er dyrket i et kunstigt
veekstmedie.

Vi har filmet cellers reaktion pa en
skade i et fluorescensmikroskop,

hvor vigtige molekyler er markeret
med fluorescerende, dvs. selvlysen-
de, farvestof. Herved kan vi fglge
med i, hvordan reparations-moleky-
lerne bliver omfordelt i cellen efter
en skade.

Nar en kreeftcelle under mikroskop
bliver beskudt med en kraftig,
fokuseret laserstrale, opstar et hul

i plasmamembranen pa fa mikro-
meter. Efter ganske fa sekunder ser
vi, at et protein ved navn annexin
A4 (farvet rgdt) bliver koncentreret
omkring skaden. Lidt senere bliver
0gsa proteinet aktin (farvet grent),
som indgar i cellens skelet, koncen-
treret. Med de seerlige proteiner,
der stremmer til skadesomradet, er
cellen nu i stand til at reparere sig
selv og leve videre.

Ud fra forsgget ved vi derfor, at

flere proteiner i annexin-familien
er involveret i membranreparation.
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Virkningen af annexiner

Annexin
e Calcium-ion
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Annexin binder til membranen
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En kunstig membran med frie kanter
bruges til at teste effekten af Annexin

Annexin A4

og inducerer krumning

bhbEhE SR RERbIE

il

sﬁﬁ&@%@awiﬁ;;“‘“?eda ‘séﬂé‘%d&‘\\"

SHALD

@verst: Kunstige membraner kan benyttes til at teste virkningen af annexiner under kontrollerede forhold. Annexin binder
til membraner med negative ladninger ved hjeelp af calcium-ioner. Nar det binder, medfgrer annexin en “spontan krum-

ning” i membranen - det vil sige, at membranen har lavere energij, hvis den er bgjet. En flad membran-g pa et fast under-
lag reagerer derfor pa binding af annexin ved at rulle op.

Nederst: Film optaget med fluorescens-mikroskop, som viser den gradvise oprulning af en membran-g inden for fa sekun-
der. Rullerne er de lyse band, som starter forskellige steder pa kanten af membran-gen og til sidst transformerer membra-

nen til et skeletlignende mgnster af ruller.

Annexiner kan binde til membra-
ner, nar der er calcium-ioner (Ca?*)
til stede, og en skade pa plasma-
membranen medfgrer netop, at
calciumstrgmmer ind i cellen
udefra. Men det store spgrgsmal
er, praecis hvilken virkning anne-
xiner har pa membraner, og hvad
mekanismen er for reparationen.
Her viser det sig, at forsgg med
kunstige membraner kan give nog-
le af svarene.

Membran-sandwich

tillader forsgg

For at komme naermere, hvordan
annexiner pavirker membraner, har
vi designet et kunstigt system, som
efterligner vigtige forhold i en celle
under reparationen. Nar der gar hul
pa plasmamembranen, opstar en fri
kant i membranen. Denne frie kant

er sandsynligvis en vigtig struktur i
reparationsprocessen.

Hvis man forsgger at lave en frit-
stdende kugleformet membran, en
sakaldt vesikel, med et hul, viser
det sig dog hurtigt, at membranen
er ustabil. Vesiklen gar i styk-

ker - lidt som en saebeboble, der
springer. Det skyldes, at frie kanter
i membraner har en hgj energi, som
giver anledning til en kraft langs
kanten af hullet. Kraften kaldes en
linjespeending.

| stedet anbragte vi membranen
pa en overflade, som stabilise-

rer membraner med frie kanter.
Neermere bestemt benytter vi et
dobbelt membransystem af flade
“membran-ger”, som ligger ovenpa
en anden membran, der sa igen
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er stabiliseret af overfladen pa en
krystal. Virkningen af denne mem-
bran-sandwich er, at membran-ger-
ne bliver holdt fast pa overfladen af
sa tilpas svage kreefter, at de stadig
opfarer sig som fritstdende mem-
braner, men samtidig er sa stabile,
at det er muligt at lave forsgg med
dem. Kanten af membran-gen ef-
terligner kanten af et hul. Systemet
kan derfor benyttes til at studere,
hvordan annexiner virker neer huller
i plasmamembranen.

Selve den kunstige membran be-
star af de to fedtmolekyler POPC
og POPS. POPS er ngdvendigt,

for at annexin kan binde. Nar de
kunstige membran-ger bliver udsat
for annexin A4, sker det specielle,
at membranen i Igbet af ganske

fa sekunder ruller sig sammen.



@verst: Efter annexin har bundet,
krummer membranen og danner
en karakteristisk krave-struktur
omkring hullet. Den frie kant i
membranen langs randen af hul-
let giver anledning til en sakaldt
linjespeending langs kanten. |

en simpel model vil krumningen
og linjespeendingen tilsammen
definere formen af kraven.

Nederst: 3-dimensionel
fluorescens-mikroskopi viser
dannelsen af en kortlivet krave-
struktur i en kreeftcelle under en
succesfuld reparationsproces.

Processen starter fra de frie kanter.
Det minder om et gulvteeppe, som
rulles sammen, bortset fra at her
er der tale om et blgdt, selvsamlet
materiale med en tykkelse pa 5
nanometer.

| eksperimenterne kan vi se, at
oprulningen starter flere steder
langs kanten af membran-gen, og
at rullerne til sidst mgdes i lange,
lysende band. Vi har eftervist, at
processen rent faktisk er en rulning
og ikke en anden form for eendring
i membranens struktur. Dette er
bl.a. gjort ved at male tykkelsen

af rullerne med teknikken Atomar
Kraftmikroskopi (AFM), som kan
“se” formen af strukturer i membra-
ner pa nanoskala.

Reparation starter med

en krum kant

Vi fortolker rulle-forsggene sadan,
at nar annexin binder til overfladen
af en membran, bliver der induceret
en sakaldt 'spontan krumning'.
Det betyder, at membranen kan
opna en lavere energi ved at veere
krum end ved at veere flad. Det er
velkendt, at mange proteiner og
biomolekyler kan fa membraner

til at bgje ved at inducere spontan
krumning, nar de binder.

Arsagen til, at annexin A4 medfgrer
bgjning af membraner, er formo-
dentlig, at proteinet har form som
en krum skive, hvor den konvekse
del af molekylet - altsa den overfla-
de, der buer udad - binder til over-
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fladen af membraner, nar der er
calcium-ioner tilstede. | mennesker
findes der 12 forskellige proteiner

i familien af annexiner, der alle in-
deholder et sdkaldt 'core-domaene’
med form som en krum skive, som
kan binde til membraner. Derfor

er det naturligt at forvente, at alle
annexiner kan f& membraner til at
bgje. Det er da ogsa konklusionen
fra vores forsgg med kunstige mem-
bran-ger, hvor vi har testet flere
medlemmer af annexin-familien.

Hvordan skal man sa overseette
resultatet af modelforsggene til for-
holdene i en celle? Forsggene med
kunstige membran-ger forteeller os,
at annexiner virker ved at f& mem-
braner til at bgje i neerheden af frie
kanter svarende til kanten af et hul
i plasmamembranen.

Hvis vi betragter geometrien af

et cirkuleert hul, s& medfgrer en
spontan krumning af membranen

i neerheden af hullet, at der bliver
dannet en karakteristisk “krave-for-
met” struktur udenom hullet. Den
faromtalte linjespaending, som
virker som en slags elastik langs
kanten af hullet, modvirker dannel-
sen af en krave. Den endelige form
af krave-strukturen er derfor en
balance mellem linjespaendingen
og den spontane krumning. Ved
hjeelp af en teoretisk model for bgj-
ning af membraner har vi eftervist,
at annexin rent faktisk kan danne
en kraveformet struktur uden om
et hul.
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Yderligere leesning
"Annexin A4 and A6
induce membrane cur-
vature and constriction
during cell membrane
repair". T.L. Boye, K.
Maeda, W. Pezeshkian,
S. L. Sgnder, S.C.
Haeger, V. Gerke, A. C.
Simonsen, J. Nyland-
sted. Nature Communi-
cations 8: 1623 (2017),
DOI: 10.1038/s41467-
017-01743-6

Forstaelse bringer
kraeftforskningen fremad
Vores resultater tyder pa, at krum-
ning af membranen udenom et hul
udger det farste trin i cellens repara-
tions-system. Ved hjeelp af 3D-fluore-
scensbilleder af celler under
reparation har det ogsa vaeret muligt
direkte at fange denne kortlivede
kravestruktur i en levende celle.

Den endelige lukning af hullet sker
formodentlig ved, at kraven inds-
neevres og til sidst bliver afsngret.
Vi ved, at bl.a. endnu et protein kal-
det annexin A6 er involveret i denne
proces - forventelig sammen med
en reekke andre proteiner.

"Annexins induce
curvature on free-edge
membranes displaying
distinct morphologies"
T. L. Boye, J. C. Jep-
pesen, K. Maeda, W.
Pezeshkian, V. Solovy-
eva, J. Nylandsted, A. C.
Simonsen. Scientific Re-
ports 8:10309 (2018),
- DO0I:10.1038/s41598-
Vores resultater indikerer samlet, at 018-28481-7
krumning spiller en afggrende rolle
i membranreparation, men det er
samtidig ogsa er klart, at proces-
sen endnu ikke er fuldt forstaet. Vi
arbejder derfor i gjeblikket pa at af-
deekke flere aspekter, eksempelvis
ved hjeelp af nye slags modelforsgg
og computersimuleringer af mem-

braner.

Projektet er finansieret
af Danmarks Frie Forsk-
ningsfond (DFF).

Hvis vi til sidst fuldt ud forstar, hvor-
dan reparationsmekanismen virker,
sa abner det i princippet mulighed
for at udnytte den viden til sygdoms-
behandling. Det er ikke umuligt

at forestille sig, at der i fremtiden
udvikles leegemidler, som f.eks. kan
haemme reparationsmekanismen

i kreeftceller, sa de dermed bliver
mindre modstandsdygtige overfor
andre typer af behandling.
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