Fluktuationer og membranfunktion

Hvordan membraners nanoskala-fysik kontrollerer deres funktion

Ole 6. Mouritsen, Fysisk Kemisk Institut, o Fu

Molekyler biomembranfysik

Statistisk  fysik  beskeftiger sig med, hvorledes
molekyleleere vekselvirkninger i systemer, der bestar af
mange partikler, bestemmer disse systemers egenskaber
helt fra de mindste laengdeskalaer op til de storste. |
de sidste par artier har statistisk fysik i stigende grad
varet anvendt inden for den molekylare biomembranfysik
med henblik pé at beskrive membranernes fysiske struk-
tur, dynamik og molekylere organisation. Efter en kort
introduktion til membraners struktur skal vi i denne ar-
tikel gennemga et par eksempler pd, hvorledes indsigt i
fundamentale fysiske egenskaber af en membran — set
som et komplekst mangepartikelsystem — kan kaste lys
over visse funktioner, der er knyttet til membraner, f.eks.
stoftransport og enzymatisk funktion. De fysiske be-
greber og effekter, vi skal mgde i denne sammenhang,
omfatter selvorganisering, faseovergange, strukturerede
greenseflader, fluktuationer og nanoskalastruktur.

Membranstruktur og selvorganisering

Den centrale del af en biologisk membran er det skaldte
lipiddobbeltlag, som bestar af en bimolekylar tynd film af
lipidmolekyler, hvori de membranbundne proteiner er in-
dlejret som vist pa bagsiden. Lipider, f.eks. fosfolipider,
er amfifiler, dvs. langkedede molekyler, som i den ene
ende er vandoplgselige og i den anden ende olieagtige og
dermed fedtoplgselige. |det biologiske oplgsningsmiddel
vand vil disse amfifiler organisere sig selv i forskellige
typer af aggregater som illustreret i Fig. 1b-e. Disse ag-
gregater er alle kendetegnet ved, at amfifileme danner en
fleksibel grenseflade mellem vandfasen og oliefasen. Ag-
gregaterne organiserer sig ofte indbyrdes og kan give an-
ledning til en lang raekke tredimensionale termodynamiske
faser, der bade kan vaere ordnede og uordnede. En af disse
aggregattyper er dobbeltlagsmembranen, Fig. Ic, der har
en lameller symmetri, og som lukker sig i sig selv som
visti Fig. Id. Denne lukkede form, som biologerne kalder
en vesikel eller et liposom. er den simplest tenkelige
model for en biologisk cellemembran. Naturlige biolo-
giske membraner bestér af et stort antal forskellige lipider
og proteiner, der som vist pa bagsidefiguren er knyttet til
et komplekst makromolekyleert netvaerk af polymerer og
sukkerstoffer. Vi skal her koncentrere os om lipidmem-
branens fysiske egenskaber.

Der er tre helt afggrende forhold, man kan bemarke om
lipidmembranen. For det fgrste er membranen ekstremt
anisotrop: lipiddobbeltlaget har typisk en tykkelse pa
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omkring 5 nm og en lineer udstreekning, der er 103 —10°
gange starre. For en typisk celle vil forholdet veere sadan,
at hvis cellen var af starrelse som et hus, ville cellemem-
branen blot vare nogle fA millimeter tyk. For det andet
indgar der ingen kovalente kemiske bindinger. Lipid-
dobbeltlaget er bundet sammen alene af fysiske krafter,
f.eks. van der Waals kreefter mellem oliekaderne, men
ogsa af indirekte kreefter af entropisk oprindelse, der er
kontrolleret af hydrogenbindingeme i vandfasen (den hy-
drofobe effekt). For det tredie er overfladespaendingen
af membranen nasten nul, hvilket betyder, at membra-
nens form i hgj grad er bestemt af dens indre elastiske
og mekaniske egenskaber. Dette er arsagen til, at
man ofte kan betragte den som et blgdt materiale,1 hvis
struktur i rummet, pd samme made som en polymer,
i vidt omfang er bestemt af dens konformationsentropi.

Figur 1. Fosfolipidm olekyle (a) og de lipidagoregater (b-¢),
som dannesivand. (a: Fosfolipid med vandoplos eMg thovede
og olieoploselip hale iform afto kulbrintekader, (b): Lipi d»
miceHe‘[)‘Lipiddﬂhbe\t\ag‘[d) Lukket \|p|ddohh Ithay: ¢
vesikel (¢): Fteksagonal lipidfase.

Faseovergange

De forskellige aggregattyper vist i Fig. 1 er forbunde!
af faseovergange, f.eks. er der en lamelleer-heksagonal
faseovergang (d—e), som menes at have betydning for
cellefusion og levedygtigheden af visse simple organis-
mer (mycoplasmer). En anden vigtig faseovergang fra en
fast fase til en vaeskefase foregér inden for selve dobbelt-
laget, som illustreret i Fig. 2.

Fysiologisk aktivitet forudsetter, at membranen er i
sin veeskefase, hvor molekylerne frit kan bevage sig i
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Figur 2. Lipiddobbeltlag som i venstre side er i en fast fase og
i den hgjre side i en vaeskefase.

membranens plan. | vaskefasen er lipidmolekylernes
oliekeeder uordnede. Den faste fase er en to-dimensional
krystal, hvori lipidmolekylerne er indbyrdes ordnede, og
oliekaederne har en hgj grad af molekyleer orden. Smelt-
ningen af lipiddobbeltlaget er en faseovergang af 1 or-
den. dvs. at der er forskel pé tethedeme i den faste og
flydende fase, og der er knyttet en smeltevarme til overgan-
gen. Overgangen sker imidlertid ganske tat pa et Kritisk
punkt, hvor teetheden ville variere kontinuert. Neaer ved det
kritiske punkt er der sterke teethedsfluktuationer svarende
til, at domener af fast fase hele tiden dannes og smelter
igen.

Graden af kedeorden i vaeskefasen er bla. kontrolleret
afcellens indhold af kolesterol, der er en ‘stiv’ amfifil, som
indlejres i membranen. Kolesterol virker pa en made som
en antifrostveeske ved at nedbryde den krystallinske mem-
branfase. Da kolesterol er et stift molekyle, vil det bringe
en vis orden i vaeskefasens hydrofobe oliekaeder. Hermed
endres vaskefasen, sd den bliver mere mekanisk stiv,
samtidig med at den bevarer sin veeskekarakter. Kolesterol
virker dermed som membranforsteerker og giver membra-
nen stor mekanisk styrke og modstandigsdygtighed mod
treethedsbrud. Alle dyreceller af hgjere organismer (eu-
karyoter) indeholder store mangder kolesterol i deres ydre
cellemembran. F.eks. indeholder humane rgde blodceller
omkring 30% kolesterol.

P4 samme made som der i lipiddobbeltlag med
én slags lipidmolekyler vil kunne optrede sterke
teethedsfluktuationer naer faseovergangen, vil der i
dobbeltlag, som bestdr af flere forskellige slags lipid-
molekyler, kunne optraede sterke koncentrationsfluktua-
tioner. Dette svarer til, at den lokale molekylere sam-
mensetning kan afvige fra den globale.

Membraners nanoskalastruktur
Denne variation i teethed og sammensatning er afggrende

for visse af membranens funktioner. Variationen finder
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Figur 3. Nanoskopisk struktur af lipidmembran set overfra.
(a): Lipiddomaner af fast fase i en membranveaskefase (com-
putersimulering). (b): Lipiddomanerien biner lipidblanding
i veskefase (computersimulering).

sted pd en lengdeskala af f4 nanometer sa vi taler om

nanoskopisk heterogenitet. Et mal for denne heterogeni-
tet kan veere det samlede areal afen smal randzone udenom
domanerne i forhold til membranens areal. To eksempler
pé organisationen af simple lipid dobbeltlag er vist i Fig. 3,
som illustrerer resultater af modelberegninger. Figur 3a
viser tethedsfluktuationer i ét-komponent lipiddobbeltlag
i vaeskefasen. Teethedsfluktuationerne viser sig ved, at der
dannes sma dynamiske lipiddomaner af fast fase i mem-
branens vaskefase. Sadanne domener af fast fase har
veeret observeret i spermatozoers membraner og menes
at veere vigtige for cellefusionen i befrugtningsprocessen.
| Fig. 3b er vist nanoskalastrukturen i en lipidmembran,
der bestér af en blanding af to slags lipidmolekyler. som
har forskellig kaedelengde. Strukturen skyldes dynamiske
kompositionsfluktuationer i den bingre vaskeblanding,
som ellers termodynamisk set er i en enkelt, blandet fase.

Det er serlig vigtigt at forstd, hvorledes den
nanoskopiske struktur kan moduleres fysisk af specielle
kemiske og farmakologiske stoffer, som &ndrer cellers
fysiologiske funktion gennem pavirkning af membra-
nen. Eksempler pa sadanne stoffer er bedgvelsesmidler
og insektgifte. Det er blevet vist bade ved eksperi-
menter og gennem beregninger pd molekylere model-
ler, at et bedgvelsesmiddel som halothan og en insektgift
som lindan begge oplgses i lipidmembranens oliekader,
og dette fgrer til en dramatisk &ndring i den mole-
kylere organisation, saledes at der dannes flere lipid-
domaner med en mere uregelmassig grenseflade. Stof-
ferne virker tilsyneladende som grensefladeaktive stof-
fer inde i membranen. Den molekylare virkningsme-
kanisme for stoffer til totalbedgvelse er endnu ukendt,
og det vides ikke, om stofferne virker direkte gennem
specifik binding til specielle receptorer i nervemem-
braneme, eller de virker indirekte gennem strukturelle
@ndringer af lipidmembranen, som sd andrer koblin-
gen til membranbundne receptorer. Der er imidlertid
flere eksempler pd, at der er en sammenhang mellem

Fluktuationer og membranfunktion



en reekke stoffers farmakologiske virkningsgrad og deres
evne til at andre lipidmembranens fysiske struktur.

Figur 4. (a): Permeabilitet af Na+ ioner gennem lipidmebran
som funktion af temperaturen, o ereksperimentelle data, og —
er resultatet af en computersimulering, (b): Membranhetero-
genitet (—) bestemt ved computersimulering sammenlignet
med den eksperimentelt méalte aktivitet af en fosfolipase (o)
pa en lipidmembran.

Permeabilitet og enzymaktivitet

Lad os nu se pa to helt konkrete eksempler pa, hvorledes
den nanoskopiske membranstruktur er med til at kon-
trollere en membranfunktion. Det ene eksempel omhand-
ler en passiv funktion, nemlig diffusiv gennemtraengning
(permeabilitet) af stoffer, f.eks. ioner, gennem lipid-
dobbeltlaget. Det andet eksempel omhandler en aktiv
funktion, der er knyttet til en stor klasse af enzymer, fos-
folipaser, der er aktive pd membraners overflade.

Som omtalt i Olaf Sparre Andersens artikel i dette
nummer har cellen en raekke protein- og enzymsystemer,
f.eks. ionpumper, der virker aktivt for at opretholde de
ngdvendige gradienter af stof og ladning hen over mem-
branen. 1 en ren lipidmembran uden disse aktive trans-
portsystemer opfarer den passive permeabilitet sig pa en
made, der tyder pa, at den er bestemt af membranens
fysiske struktur. | Fig. 4a er vist eksperimentelle data
for temperaturafhangigheden afNa+ permeabiliteten gen-
nem et fosfolipiddobbeltlag. Permeabiliteten har en top
ved en temperatur, der svarer til faseovergangen mellem
membranens faste og flydende fase. Membranen bliver
altsd laek nzr faseovergangen. Tilsvarende toppe finder
man for permeabiliteten af andre ioner og en lang reekke
andre bade smd og store molekyler.

Man kan beskrive temperaturafhengighed af perme-
abiliteten ved en meget simpel antagelse uden at bekymre
sig om de mikroskopiske detaljer: Vi tager udgangspunkt
i, at membranstrukturen er heterogen nar faseovergangen
som illustreret i Fig. 3a og antager nu, at sandsynligheden
for, at en ion, efter den har ramt membranen, vil treenge
igennem membranen, er meget stgrre i greensefladerne
mellem lipiddomaneme og den omgivende baggrunds-
fase, end den er noget andet sted i membranen. Det fysisk
fornuftige i denne simple antagelse er, at greensefladerne
er omrader med darlig molekyler pakning og derfor
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gode transportveje for de diffunderende ioner. Af an-
tagelsen folger, at temperaturafhengigheden af perme-
abiliteten skal veere givet ved temperaturafhaengigheden af
mangden af greenseflader. At dette faktisk er tilfeeldet ses
af Fig. 4a, som sammenligner de eksperimentelle data for
Na+ med resultaterne af teoretiske beregninger der byg-
ger pd computersimuleringer af faseovergangen og den
tilhgrende nanoskopiske membranheterogenitet.

Det andet eksempel omhandler en gruppe af enzymer,
fosfolipaser, der fungerer f.eks. i maven ved nedbrydnin-
gen af fedtstoffer (lipider). Fosfolipaseme virker ved at
de ‘klipper’ den ene oliekaede af lipidmolekylet. Figur 4b
viser eksperimentelle data for aktiviteten af en fosfolipase
som funktion af temperaturen. Som man ser, sker der en
steerk forggelse af aktiviteten ner membranens faseover-
gang. | Fig. 4b er ogsa givet resultaterne af en teoretisk
beregning af graden af heterogenitet. Sammenligning af
de to seet data viser kvalitativt, at enzymaktiviteten falger
graden af nanoskopisk membranheterogenitet.

Entropiske kraefter mellem membraner

Afslutningsvis skal vi omtale et fysisk membranfeenomen,
der optraeder pd mesoskopisk og makroskopisk niveau,
og som kontrolleres af membranens nanoskala-fysik. Pa
grund af dens endelige tykkelse, har en membran en
bgjningsstivhed, k. Bgjningsstivheden er helt afggrende
for den lukkede membrans konformation og topologi2 og
dermed for cellers form. Den heterogene membranstruk-
tur og fluktuationerne i membranens plan betyder, at den
effektive bgjningsstivhed sndrer sig med temperaturen, k
undergdr en sékaldt termisk renormalisering, som er et
karakteristisk treek ved blgde materialer.1 For eksempel
finder man, at bgjningsstivheden renormaliseres til

«-»«[l ~r2/K(T)}

neer faseovergangen pa grund af tethedsfluktuationerne,
som beskrives ved hjalp af arealkompressibilitetsmodulet,
K(T), der bliver bliver lille ner faseovergangen, r er en
materialkonstant, som angiver, hvor sterk koblingen er
mellem fluktuationerne og den lokale middel krumning af
membranen.

Membranen bliver altsd ‘bled’ og sterkt undulerende
ner faseovergangen. Dette har en dramatisk konsekvens
for den méde, hvorpd membranen vil vekselvirke med
sine omgivelser, f.eks. faste overflader eller andre fluk-
tuerende membraner. Undulationerne giver membranen
en ekstra entropi. Hvis to undulerende lag nermer sig hi-
nanden, vil undulationerne blive undertrykt, hvilket leder
til et tab i entropi. Tabet i entropi markes som en effek-
tiv frastgdningskraft mellem lagene. Effekten er indly-
sende, ndr man bemaerker, at den effektive fysiske kraft,
F, mellem makroskopiske objekter ikke blot er minus gra-
dienten af et potential, U, som vi leerer i klassisk mekanik,
men minus gradienten af den fri energi, G, f.eks.



som jo ogsad indeholder entropien, S. Dette be-
tyder f.eks., at den effektive kraft mellem to over-
flader, hvor atomerne pad det mikroskopiske plan
tiltreekker hinanden, under passende omstendigheder
kan skifte fortegn og blive frastedende pga. den en-
tropi, der ligger i fladenes fluktuationer. Det koster
simpelthen entropi at skubbe fladerne mod hinanden,
fordi de dermed undertrykker hinandens fluktuationer.

Figur 5. Afstand, d, mellem lipiddobbeltlag i en stak af fluk-
tuerende membraner (indsats) vist som funktion af tempera-
turen, T, for to forskellige lipidmaterialer, DMPC og DPPC.
Tm er faseovergangstemperaturen.

Det er muligt ved hjelp af f.eks. smavinkel
neutronspredning3 at studere effekten af de entropiske re-
pulsionskrefter, der virker mellem en stak fluktuerende
membraner eller lipiddobbeltlag, som vist i Fig. 5.

I denne stak er der en periodicitet, d, i retningen vinkel-
ret pd& membranoverfladen, og denne periodicitet kan
bestemmes ved spredningseksperimentet. Figuren viser
data for to forskellige lipidmaterialer, DMPC og DPPC,
som adskiller sig ved, at DMPC har kortere lipidkaeder
end DPPC. Det ses at periodiciteten for DMPC har en ty-
delig top neer faseovergangen, hvorimod ingen eller kun
en meget lille top findes for DPPC. Forklaringen herpé
er, at materialet DMPC er tettere pa et kritisk punkt og
derfor udviser kraftigere tethedsfluktuationer end DPPC.
Dermed udvikler DMPC membranerne kraftigere hete-
rogenitet ved faseovergangen, og renormaliseringen af
deres bgjningsmodul er mere effektiv. Dette farer til
en kraftigere repulsionskraft og dermed en stgrre afstand
mellem lagene. Entropisk repulsion er vigtig for kontrol
af cellers adhasion til hinanden og til overflader.
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