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Selektive legemiddelstoffer
designet ud tra krystalstrukturer

AMPA-receptorer er potentielle angrebspunkter for lzgemidler til behandling af
nevrologiske sygdomme som demens og epilepsi. Receptorerne findes i mange varianter, og
blokerende forbindelser, som kan skelne mellem dem, er nyttige modelstoffer i jagten pé

nye legemidler med faerre bivirkninger

Af Ewa Szymanska, PhD, adjunkt ved Institut for Medicinalkemi og Tommy N. Johansen, PhD, lektor ved Institut for Medicinalkemi,

Kobenhavns Universitet

Mange leegemidler virker ved at pavirke bestemte receptorer.
Oftest findes der ikke blot én type af en human receptor, men
derimod flere genetisk forskellige varianter, som kan have for-
skellige funktioner og vere udtrykt i forskellige organer. Forsgg
med modelstoffer, som kun pavirker én bestemt receptorvariant,
er vigtige for at afdekke de forskellige undertypers funktioner
under normale og sygdomsrelaterede tilstande, og den opnaede
viden kan udnyttes til at designe selektive legemiddelstoffer
med et minimum af bivirkninger.

B-receptorer er et velkendt eksempel pa en receptortype med
to varianter, som har vidt forskellige funktioner. 3, -receptorerne
findes iser i hjertet og kontrollerer hjerteslaget, mens 3 -re-
ceptorerne primert er udtrykt i lungerne og styrer passagen
gennem luftvejene. Modelstoffer, som selektivt pavirker enten
B3,- eller B,-receptorerne, har varet uhyre nyttige ved udviklin-
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Hllustration af signaltransmission mellem nerveceller med AMPA-recepto-

rer. Uden bundet signalstof er receptoren i sin hviletilstand. Ved binding af
signalstoffet glutamat eendres receptorens konformation, sd en ionkanal dbnes,
og herved overfpres nerveimpulsen til modtagercellen. AMPA-receptorer er
opbygget af 4 forskellige underenheder, GIuR1 — GluR4, som alle er proteiner.
Underenhederne kan sammenscettes i forskellige kombinationer og pa den made
danne de forskellige varianter af AMPA-receptorer. I receptorens bindings-
lomme er der meget stor lighed mellem de 4 underenheder. Alle aminosyrere-
sterne i bindingslommen er identiske bortset fra Tyrosin-702. 1 GluR1 og GluR2
sidder der en tyrosinrest i position 702, mens en neertbeslegtet aminosyrerest,
phenylalanin, er placeret i den tilsvarende position i GluR3 og GluR4.
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Dverst ses strukturerne af tre forbindelser, som stimulerer glutamatrecepto-
rer med stigende selektivitet: Det naturlige signalstof glutamat pavirker alle
glutamatreceptorer; AMPA pavirker kun AMPA-familien af receptorerne;
Br-HIBO pavirker selektivt underenhederne GluR1 og GIuR2 i AMPA-recep-
torerne. Nederst er vist to blokerende forbindelser. Til venstre ATPO, som har
dannet grundlag for designet af mdlmolekylet, forbindelsen I.

gen af mange vigtige leegemidler. Et eksempel er 3-blokkere,
som selektivt blokerer 3 -receptorer og bruges til behandling
af forhgjet blodtryk og forstyrrelser i hjerterytmen, og et andet
eksempel er leegemidler til behandling af astma, som selektivt
stimulerer B3,-receptorerne.

Selektive stimulerende forbindelser

P4 Institut for Medicinalkemi arbejder vi ikke med B-receptorer,
men med glutamatreceptorer, som findes i centralnervesystemet,
hvor de spiller en vigtig rolle for bl.a. indlering og hukommelse.

Signalstoffet glutamat er en agonist, som har en stimulerende
effekt pa receptorerne, og det menes, at overaktivitet i glutamat-
systemet har stor betydning i neurologiske sygdomme som Alz-
heimers syge og epilepsi. I hjernen findes der flere varianter af
glutamatreceptorer. Pa Institut for Medicinalkemi har vi veeret
pionerer i forhold til at designe og syntetisere forbindelser, som
kun stimulerer nogle af disse receptorer.

Séledes stimulerer modelstoffet AMPA selektivt én gruppe
af glutamatreceptorer, som derfor kaldes AMPA-receptorer.
Receptorerne er ionkanaler, og de er opbygget af fire underen-
heder, GluR1 — GluR4, som er sammensat pa forskellig vis i de
forskellige varianter. AMPA bindes lige godt til underenheder-
ne GluR1 — GluR4 og skelner siledes ikke mellem dem. Men
det er der andre modelstoffer, som ggr.

Med udgangspunkt i AMPA har den neuromedicinalkemiske P>
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Hllustrationen viser, hvordan den GluR1/2-stimulerende forbindelse Br-HIBO
bindes til bindingslommen pa GluR2. Farvekode pa de involverede atomer:
C: grgn; N: bld; O: red; S: gul; Br: brun. Brintatomerne er ikke vist. Direkte
vekselvirkninger mellem Br-HIBO og receptorproteinet er fremhevet med
rgde stiplede linier, mens brintbindinger mellem Br-HIBO, et vandmolekyle
og aminosyreresten Tyrosin-702 er fremheevet med en bld stiplet linie. Det er
bl.a. disse brintbindinger, som spiller en vigtig rolle for forbindelsens interes-
sante receptorselektivitet.

gruppe udviklet en beslegtet forbindelse, Br-HIBO, som bindes
sterkt til GIuR1 og GIuR2 og mere end hundrede gange svagere
til GluR3 og GIuR4. En del af forklaringen pa denne markante
selektivitet kan formentlig hentes i strukturkemiske analyser,
som viser, at Br-HIBO er i stand til at danne et staerkere brint-
bindingsnetveark, nar forbindelsen bindes til GluR1 eller GluR2
sammenlignet med binding til GIuR3 eller GluR4. Serlig vigtig
i denne sammenhzang er vekselvirkningen med aminosyreresten
Tyrosin-702, som er placeret dybt nede i bindingslommen. Der
eksisterer sdledes en del viden om, hvilke strukturelle forhold,
der har betydning for stimulerende forbindelsers skelnen mel-
lem forskellige underenheder. Vi er nu ved at undersgge, om
denne viden kan overfgres til modelstoffer, der blokerer recep-
torerne; sakaldte antagonister.

Selektive blokerende stoffer

Forbindelser, der blokerer AMPA-receptorer, er potentielle la-
gemiddelstoffer, fx til behandling af epilepsi. Blandt de mange
udviklede AMPA-receptorantagonister findes der imidlertid
ingen stoffer, som udviser selektivitet mellem de fire underen-
heder i AMPA-receptorerne.

Strukturkemiske analyser viser, at de kendte antagonister pla-
cerer sig pa en made i bindingslommen, der bevirker, at de ikke
kommer i teet kontakt med Tyrosin-702, nar de bindes til AMPA-
receptorerne. Spgrgsmalet er derfor, om det er muligt at designe
antagonister, som gennem vekselvirkninger med Tyrosin-702 vil
foretrekke én variant af receptorerne frem for en anden.

Grundlaget for dette design hentes fra en krystalstruktur, som gi-
ver et billede af bindingen af antagonisten ATPO til GluR2. ATPO
blokerer alle fire underenheder i AMPA-receptorerne uden at
skelne mellem dem. Malet var derfor at &ndre strukturen af ATPO,
sa der placeres en passende substituent i nzerheden af Tyrosin-702.

For at komme taet pa Tyrosin-702 valgte vi at erstatte den
5-leddede isoxazolring i ATPO med en lidt stgrre 6-leddet
phenylring, hvor der er flere muligheder for at indfgre substitu-
enter. Hvis man placerer en nitrogruppe i en passende position,
sa gruppen kan modtage brintbindinger fra Tyrosin-702, tyder
computerkemiske beregninger pa, at der bade kan forventes en
god binding til receptoren og dannelse af en bro til den vigtige
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aminosyrerest enten direkte eller gennem et vandmolekyle, som
det er set med den stimulerende forbindelse Br-HIBO.
Forbindelsen I blev fremstillet med udgangspunkt i model-
beregningerne, og farmakologiske studier har nu bekraftet, at
forbindelsen er en antagonist, der binder sig vasentligt bedre
til AMPA-receptorerne end ATPO; men desvarre uden at vise
tegn pa selektivitet i forhold til de fire underenheder i recepto-
rerne. Imidlertid bekrafter de strukturkemiske undersggelser,
at den introducerede nitrogruppe rent faktisk vekselvirker som
gnsket med Tyrosin-702 i GluR2 gennem et vandmolekyle.
Yderligere studier er nu ngdvendige for at undersgge, om en
sadan vekselvirkning med Tyrosin-702 alene kan udnyttes ved
design af agonister, som er selektive over for underenhederne i
AMPA-receptorerne, men ikke ved design af antagonister med
tilsvarende selektivitet. Alternativt kan det teenkes, at der er
andre parametre end vekselvirkning med Tyrosin-702, som har
stgrre betydning for antagonisters selektivitet. En ting er givet:
Virkningsmekanismen er mere kompleks end fgrst antaget.

Kilde: Legemiddelforskning 2007, Det Farmaceutiske Falkultet, KU
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Binding af ATPO i GluR2-bindingslommen baseret pd en rgntgenkrystallogra-

fisk analyse af en proteinkrystal.

Computerkemisk analyse af den forventede bindingsmdde af forbindelsen I.
Atomerne er farvekodet som i figuren gverst pa siden, bortset fra C-atomerne
i ATPO (turkis) og i forbindelsen I (lilla). Direkte vekselvirkninger mellem
ATPO og receptorproteinet er vist med rgdt, og afstanden til Tyrosin-702 er

fremheevet med blat.
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