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rotein-protein
Interaktioner

— et nyt mal for udvikling af laegemidler

Leegemidler virker typisk ved at binde sig til proteiner -
fx receptorer, som er involveret i en sygdomsproces - og
stoppe deres skadelige funktioner. Desvaerre medferer
strategien ofte bivirkninger. En ny metode gar ud pa
at pavirke receptorernes samspil med proteiner inde i
cellerne. Dette princip abner for udvikling af laegemid-
delstoffer til behandling af hjerneskader som fglge af
slagtilfaelde.

Af Anders Bach, Marie Gottschalk, Anders S. Kristensen og
Kristian Stremgaard

Laegemidler virker primaert ved at binde til et eller flere af
kroppens mere end 20.000 forskellige proteiner; iszer de pro-
teiner der fungerer som receptorer eller enzymer. Efter bin-
dingen aktiverer eller haemmer medicinen proteinet afhaen-
gig af, hvilken sygdom der behandles. De fleste af nutidens
laegemidler binder til proteiner, som sidder i cellernes mem-
braner, hvor de fungerer som receptorer for kroppens signal-
stoffer og hormoner. Selv om denne metode hidtil har vaeret
succesfuld, er der i dag et stort anske om at finde alternative
strategier for udvikling af laegemidler.

Et af problemerne ved den traditionelle tilgang er nemlig, at
den sygdomsrelevante receptor kan vaere sa vigtig for krop-
pens almindelige funktioner, at en medicinsk blokering af re-
ceptoren farer til alvorlige bivirkninger. | de senere ar er der
derfor opstaet stor interesse for en alternativ strategi, hvor
laegemidlet ikke pavirker receptoren direkte, men i stedet
andrer de vekselvirkninger, som receptoren har med protei-
ner inde i cellen. Et eksempel pa sddanne vekselvirkninger er

protein-protein interaktioner, hvor to proteiner binder sig til
hinanden for at udave en fysiologisk effekt.

Store maengder calcium kommer ind i cellen, nar NMDA-receptoren Protein-protein interaktioner finder sted i alle celler og menes
stimuleres af for meget glutamat. Herved overaktiveres enzymet nNOS, bl.a. at veere involveret i sygdomme som kraeft og hjernesyg-
der danner stoffet nitrogen oxid (NO), som i store maengder draeber domme. | Kemisk Biologi-gruppen pa Det Farmaceutiske Fa-
hjernecellerne. Proteinet PSD-95 er bindeleddet mellem receptoren og kultet arbejder vi med studier af protein-protein interaktioner
nNOS. Ved at haemme vekselvirkningen mellem receptoren og PSD-95 som nye mal for laegemidler, og vi seetter isaer fokus pa pro-
kan man potentielt stoppe de skadelige virkninger af glutamat uden at teinernes indbyrdes vekselvirkninger i hjernen. For en lang
adelaegge den normale funktion af NMDA-receptoren. raekke hjernesygdomme sasom Alzheimers sygdom og slag-
J tilfeelde findes der i dag kun utilstraekkelige behandlingsmu-
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ligheder, og derfor er der behov for at udvikle nye laegemid-
ler, som kan behandle og afhjaelpe disse sygdomme.

Ved udviklingen af laegemiddelstoffer mod hjerneskader
efter slagtilfaelde har man fokuseret pa at blokere for de
signalstoffer i hjernen, der aktiverer de involverede re-
ceptorer. Herved beskyttes receptoren mod overaktive-
ring, men desvaerre pavirkes receptorens normale funktion
0gsa, og det resulterer i uacceptable bivirkninger. Det har
vist sig at vaere endog meget vanskeligt at finde en til-
fredsstillende balance mellem den gnskede effekt pa syg-
dommen og bivirkningerne.

Et fundamentalt anderledes princip for behandling af dis-
se sygdomme er derfor at udvikle laegemidler, som foran-
drer receptorproteinets vekselvirkning med proteiner inde
i cellen. Pa den made pavirkes receptorens normale funk-
tion ikke, mens den sygdomsfremkaldende effekt poten-
tielt kan stoppes.

Bivirkninger kan undgas

Specifikt fokuserer vi pa hjernens primaere aktiverende sig-
nalstof — glutamat — som pavirker en raekke receptorer i hjer-
nen, hvoraf en af de vigtigste er NMDA-receptoren. Denne
receptor findes i membranerne pa mere end 90 procent af
alle nerveceller, og dens normale funktion er at lede calcium
ind i nervecellen, nar receptoren aktiveres af glutamat.

Nar et omrade i hjernen bliver skadet under et slagtilfaelde, bli-
ver indstremningen af calcium via NMDA-receptoren imidlertid
et problem. Det skyldes, at store maengder glutamat frigives
fra de dade hjerneceller, hvorved signalstoffet overaktiverer
NMDA-receptorerne i det omkringliggende raske vaev, hvilket
medferer et for hejt niveau af calcium inde i cellerne. Resulta-
tet er en giftig keedereaktion, som kan fare til, at cellerne der,
hvorved den akutte hjerneskade spreder sig voldsomt.

De biokemiske processer bag celledgden kendes relativt godt.
En afgerende mekanisme er, at calcium inde i cellen aktiverer
enzymet nNOS, som danner stoffet nitrogen-oxid. Nitrogen-
oxid er uhyre giftigt i store maengder, og der er pavist en
direkte sammenhaeng mellem forhgjet aktivitet af NMDA-
receptoren, frigivelse af store maengder nitrogen-oxid og
hjerneskader.

DET

SIGNALSTOFFER, RECEPTORER
OG SLAGTILFALDE

Signalstof: Signalstoffer (neurotransmittere) er kemiske
forbindelser, som bruges af hjerneceller (neuroner) til at
kommunikere med hinanden. Signalstofferne frigives af
én celle og binder til en anden celles receptor.

Receptor: Disse proteiner sidder i cellemembranen. Nar
et signalstof binder til en receptor, aktiveres receptoren,
og et elektrisk signal opstar inde i cellen. Dette signal kan
sa kommunikeres videre til andre celler.

Glutamat: Aminosyren glutamat er det primaere aktive-
rende signalstof i hjernen, og det udgver sin effekt ved
at binde sig til glutamat-receptorer; deriblandt den type,
som hedder NMDA-receptorer.

Overaktivering: Under et slagtilfaelde kommer glutamat-
holdige hjerneceller ud af kontrol og frigiver for meget
glutamat. Derved overaktiveres glutamat-receptorerne pa
andre hjerneceller, og det saetter en kaedereaktion i gang,
som i sidste ende medfgrer, at cellerne der. Denne proces
menes at vaere arsag til de hjerneskader, der som regel
opstar i forbindelse med slagtilfaelde.
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Med udgangspunkt i den kemiske struktur af den del af NMDA-recep-
toren, som binder til PSD-95, er det lykkedes at designe og fremstille
en raekke stoffer, som binder meget potent til proteinet. Det bedste —
stof 1 — binder 20 gange bedre til PSD-95 end NMDA-receptoren selv.
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Ved hjeelp af metoden bioluminescence resonance energy transfer (BRET) kan man se, om lysende proteiner binder til hinanden

inde i en levende celle. Nar proteinerne er bundet til hinanden, kan energi overfares imellem dem, hvilket pévirker deres evne til

at udsende lys. Ved at male intensiteten af det udsendte lys, kan man saledes bestemme, i hvor hegj grad stof 1 haemmer protein-

protein interaktionen mellem NMDA-receptoren og PSD-95.

Enzymet nNOS skal fysisk vaere teet pa NMDA-receptoren for
at blive aktiveret og danne nitrogen-oxid. Den taette kon-
takt opnas ved hjzlp af proteinet PSD-95, som danner en
bro mellem receptoren og enzymet. Der er allerede udviklet
er modelstof, som kan bryde forbindelsen mellem enzymet
og NMDA-receptoren, og en raekke forsag har vist, at stoffet
kan formindske skaderne efter et slagtilfaelde, uden at den
normale funktion af NMDA-receptoren pavirkes. Modelstof-
fet er et peptid, der kan traenge ind i cellen, og dette peptid
er nu i klinisk udvikling for behandling af hjerneskader. Pep-
tider er dog ikke optimale laegemidler, fordi de hurtigt ned-
brydes i kroppen. Vores mal er derfor at udvikle stabile stof-
fer, som binder sig til PSD-95 og forhindrer, at proteinet kan
danne bro mellem enzymet og NMDA-receptoren.

For at kunne finde stoffer, som kan frakoble PSD-95 fra
NMDA-receptoren, har man brug for en metode til at male,
hvorvidt proteinet og NMDA-receptoren binder sig til hinan-
den. Vi har etableret en sddan metode - fluorescens polari-
sation — som med stor succes har vaeret benyttet til at finde
en raekke stoffer, som kan bryde interaktionen mellem PSD-
95 og NMDA-receptoren. | laboratoriet har vi fremstillet en
serie af stoffer, som er op til 20 gange mere potente end det
stof, der er i klinisk udvikling. Stofferne er nu ved at blive pa-
tenteret.

Lovende lzegemiddelstoffer

En ulempe ved metoden er, at NMDA-receptoren og PSD-95
er fjernet fra deres naturlige miljg inde i hjernecellen. Fluo-
rescens polarisation kan saledes ikke bruges til at vurdere,
om de udviklede stoffer kan frakoble proteinet fra NMDA-
receptoren i levende celler. For at kunne bestemme dette har
vi etableret en anden teknologi — bioluminescence resonan-
ce energy transfer — som tillader os at male vekselvirkninger
mellem proteiner, nar proteinerne befinder sig inde i en in-
takt hjernecelle.

Teknologien er baseret pd, at proteiner, der kan udsende lys,
kan overfgre lysenergi til andre proteiner, nar proteinerne er
meget teet pa hinanden. Derfor kan man ved at male lysin-
tensiteten fra celler, som indeholder et par lysende proteiner,
bestemme, om disse to proteiner binder til hinanden. Des-
uden kan man male, om et stof kan haemme bindingen mel-
lem proteinerne.

Vi har ved hjzelp af genmanipulation introduceret lysende
versioner af NMDA-receptoren og PSD-95 i levende celler. Vi
kan saledes tilsaette vores aktive stoffer til cellerne og male,
hvor effektivt stofferne er i stand til at bryde vekselvirknin-
gen mellem PSD-95 og NMDA-receptoren. De stoffer, som
har en gunstig effekt, kan bruges i det videre arbejde med at
udvikle dem til lovende lzegemiddelkandidater til behandling
af slagtilfaelde.
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