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Mange receptorer i kroppen indeholder flere identiske
bindingssteder for leegemiddelstoffer. Ved at sammen-
koble to molekyler af et laegemiddelstof kan to bin-
dingssteder pavirkes i ét hug. Det styrker bindingen til
receptoren, og virkningen forgges.

Af Kasper Harpsoe, Birgitte H. Kaae, Thomas Balle,
Darryl S. Pickering og Jette S. Kastrup

Néar et laegemiddelstof binder til en receptor, frigives der en
mangde energi, som kaldes bindingsaffinitet. Da bindingen
til receptoren er en forudsaetning for stoffets virkning, bety-
der en hgjere bindingsaffinitet normalt et mere effektivt lze-
gemiddel.

Mange receptorer i kroppen er sammensat af flere ens enhe-
der, som samtidig skal binde et laegemiddelmolekyle for at
opna optimal effekt. Det kraever altsa, at fx to leegemiddel-
molekyler uafthaengigt af hinanden skal finde frem til to for-
skellige bindingssteder. | nogle tilfaelde kan to ens laegemid-
delmolekyler forbindes til ét molekyle, en dimer, der samtidig
kan binde til de to bindingssteder. Det er lettere for et mole-
kyle at finde frem til det rette bindingssted, end det er for to

AMPA-receptorer er et mél for leegemid-
ler til behandling af x Alzheimers syg-
dom. Receptorerne er ionkanaler, og de
bestér af fire naesten identiske enheder,
som hver indeholder et bindingssted for
signalstoffet glutamat. Glutamat frigives
som faelge af en nerveimpuls fra den
praesynaptiske nervecelle. Nar signalstof-
fet binder til AMPA-receptorerne pé den
postsynaptiske celle, dbnes ionkanalen,
0g en elektrisk impuls startes ved, at
ioner strammer gennem kanalen.

Bindingssted
fior positive
allosteriske
madulatoner

28 LEGEMIDDELFORSKNING - 2008

molekyler at finde frem til to bindingssteder pa samme tid.
Derfor kan man forgge bindingsaffiniteten af en dimer op til
tusind gange i forhold til monomeren.

En sadan foragelse af bindingsaffiniteten kan give mere po-
tente laegemidler, og fremstilling af dimerer benyttes der-
for i forsgget pa at udvikle bedre medicin. Pa trods af flere
eksempler pa denne strategi er det dog farst nu lykkedes

at fare et strukturelt bevis for, at den ggede bindingsaffi-
nitet og forbedrede virkning rent faktisk skyldes binding til
to identiske bindingssteder. Vi genererede en hypotese ved
hjeelp af computersimuleringer og har siden bevist hypotesen
via en rgntgenstruktur og forsag med cellekulturer.

AMPA-receptorer

AMPA-receptorerne er en familie af receptorer, som er mal
for leegemidler. Receptorerne er bl.a. involveret i hukommel-
se og indlaering, og ved sygdomme som Alzheimers sygdom
ses et nedsat antal AMPA-receptorer i hjernen. Hvis impulser-
ne fra de tilbagevaerende receptorer kan forgges, kan symp-
tomerne maske afhjaelpes.

AMPA-receptorer er ionkanaler og bestér af fire naesten
identiske enheder, som hver indeholder et bindingssted for
glutamat, som er et af hjernens vigtigste aktiverende signal-
stoffer. Receptorerne sidder i nervecellernes membraner og
er ansvarlige for en stor del af impulsoverfarslen mellem de
enkelte celler i nervesystemet.

Glutamat frigives som falge af en nerveimpuls fra den prae-
synaptiske nervecelle, og AMPA-receptorerne pa den postsy-
naptiske nervecelle sgrger for, at impulsen sendes videre. Nar
glutamat binder sig en AMPA-receptor, abnes ionkanalen, og
en elektrisk impuls startes via de ioner, som strammer gen-
nem kanalen. En gruppe stoffer kaldet positive allosteriske
modulatorer forstaerker den normale strgm af ioner gennem
receptoren og er derfor i fokus som potentielle laegemiddel-
stoffer.

En god ide

Ideen med at konstruere en dimer af modulatorerne opstod
under et ph.d.-projekt i gruppen for Biostrukturel Forskning
pa Institut for Medicinalkemi. Baggrunden herfor var den
farste tilgaengelige rentgenstruktur af en AMPA-receptor

i kompleks med en modulator, kaldet Cyclothiazide (CTZ).
Den tredimensionelle struktur viser, at AMPA-receptoren in-
deholder to ens bindingssteder for CTZ relativt taet pa hinan-
den i den symmetriske graenseflade mellem to receptoren-
heder.

Vi beregnede en overflade af omradet i receptoren og
fandt, at en smal kanal forbinder de to bindingssteder, sa de
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© Rantgenstrukturen af den glutamat-bindende del af
en AMPA-receptor i kompleks med modulatoren CTZ
(hvide kulstofatomer).

O Computermodellen viser, hvordan BPS-modulatorerne
(cyane kulstofatomer) binder i forhold til CTZ i den
beregnede overflade af receptorhulrummet.

@ Den eksperimentelt bestemte rentgenstruktur af en
AMPA-receptor i kompleks med dimer 1 (brune kul-
stofatomer) sammenlignet med CTZ. Strukturen er i god
overensstemmelse med den forudsagte bindingsmade.
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Strukturformler for CTZ, den mest potente af BPS-modulatorerne, samt dimer 1 og monomer 1.

tilsammen danner et symmetrisk hulrum. Dermed abnes mu-
ligheden for at designe et symmetrisk molekyle, der p& sam-
me tid kan binde til begge CTZ-bindingssteder. CTZ var dog
ikke oplagt som udgangspunkt for at designe en dimer. Det
var derfor ngdvendigt at identificere andre modulatorer, som
binder i samme omrade af receptoren.

Computergenereret bindingsmodel

En serie af modulatorer, biarylpropylsulfonamider (BPS), blev
fundet i litteraturen med tilhgrende aktivitetsdata, og de vi-
ste sig at indeholde lige det strukturelement, vi havde brug
for. En af modulatorerne var tidligere publiceret i forbindelse
med en mutation i receptoren, der havde en tydelig effekt
pa stoffets virkning. At denne mutation samtidig havde vist
sig at pavirke effekten af CTZ, var en klar indikation p4, at
der var tale om samme bindingssted.

Vi benyttede et computerprogram til at generere forslag til,
hvordan BPS-modulatorerne kunne passe ind i en rgntgen-
struktur af AMPA-receptoren. Ved at beregne og vurdere for-
skellige faktorer, som influerer pa stoffernes bindingsaffini-
tet, udvalgte vi den mest sandsynlige bindingsmade for hver
BPS-modulator. P& baggrund af modulatorernes interaktio-
ner med receptoren, fx via hydrogenbindinger, kunne vi for-
klare, hvorfor nogle af stofferne er mere effektive end andre.
For at evaluere den forudsagte binding til AMPA-receptoren,
delte vi serien af modulatorer i to grupper; et traeningssaet
0g et testsaet. Traeningssaettet blev brugt til at konstruere en
computermodel, der identificerede en mulig sammenhaeng
mellem modulatorernes tredimensionelle struktur og deres
virkning pa receptoren. Det faktum, at computermodellen
kunne forudsige aktiviteten af BPS-modulatorerne i testsaet-
tet, bekraeftede, at vores forslag til, hvordan de binder, var
korrekt. Bindingsmodellen kunne derefter bruges som ud-
gangspunkt for videre studier.

Design af en dimer

De fleste af BPS-modulatorerne indeholder et biphenyl-struk-
turelement, der udover selv at vaere symmetrisk viste sig at
binde midt i det symmetriske hulrum. Propylsulfonamid-de-
len af disse modulatorer binder til samme sted, som et af de
to CTZ molekyler. Derfra var der ikke langt til ideen med en
dimer, der indeholder to propylsulfonamid-enheder med en
biphenyl-enhed i midten. Vi designede et par forslag til di-

Ph.d. Kasper Harpsge er postdoc pa Institut for Medicinalkemi.

merer og undersggte, om de passede ind i bindingsmodellen
for BPS-modulatorerne.

Kun dimer 1 blev forudsagt til at have en fuldstaendig sym-
metrisk binding til de to CTZ-bindingssteder. Samtidig forud-
sagde computerberegningerne en hgj bindingsaffinitet for
dimer 1 og dermed sandsynligvis ogsa en god virkning pa
receptoren.

Bevis for binding og effekt

Alt arbejdet var indtil nu foretaget pa computer. Bindingen
af dimer 1 til to identiske bindingssteder var derfor kun teori
uden konkrete beviser. Desuden var det ikke belyst, hvilken
effekt, der kunne opnas fra dimeren i forhold til monomeren
af samme stof.

Derfor etablerede vi et samarbejde med Chem-MedChem
forskningsgruppen pa Institut for Medicinalkemi med henblik
pa fremstilling af modulatorerne og med Sektionen for Cel-
luleer Neurofarmakologi pa Institut for Farmakologi og Far-
makoterapi med henblik pa test af modulatorernes virkning
pa AMPA-receptorerne. Dimer 1 og monomer 1 blev derpa
fremstillet og testet pa rekombinante AMPA-receptorer, som
var udtrykt i cellemembranerne pa levende fraaeg. Desuden
startede gruppen for Biostrukturel Forskning et eksperiment
med at Igse rgntgenstrukturen af en AMPA-recetor i kom-
pleks med dimer 1.

De farmakologiske tests viste, at bade dimer 1 og monomer
1 foregede strgmmen af ioner gennem AMPA-receptorerne
med mellem 700 og 1000 procent i forhold til kontrolmalin-
ger uden en modulator. Desuden viste resultaterne, at dimer
1 er over 1000 gange mere potent end monomer 1. Rgnt-
genstrukturen viser, at dimer 1 binder i greensefladen mellem
to receptorenheder. Biphenyl-elementet placerer sig i midten
af hulrummet, mens propylsulfonamid-enhederne anbringer
sig i de to identiske CTZ-bindingsteder.

Resultaterne bekraefter helt tydeligt, at fremstilling af dime-
rer, som binder til to identiske bindingssteder, kan fare til ud-
vikling af langt mere potente laegemidler. | den forbindelse
bliver dimer 1 i gjeblikket undersggt for en potentielt frem-
mende effekt pa kognitive egenskaber hos forsagsdyr. Sam-
tidig stemmer rantgenstrukturen godt overens med compu-
termodellen, hvilket viser, at computervaerktgjer kan vaere en
yderst effektiv hjzelp ved design af nye potentielle laegemid-
delstoffer.
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