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Den rumlige opbygning af proteiner
fra immunforsvaret

Vores krop er udstyret med mange mekanismer, som skal forsvare os mod sygdom. | blodet
f ndes komplementsystemet, en del af vores immunforsvar, som hjzlper med at angribe
bakterier og fjerne dode celler. Ved hjlp af rontgen-krystallograf har vi bestemt den
atomare struktur for et nogleprotein i komplementsystemet

Af Folmer Fredslund, Nick Stub Laursen, Lars Sottrup-Jensen og Gregers Rom Andersen,
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Komplementsystemet er en del af det medfgdte immunforsvar
og bestar af en samling af proteiner, som kan reagere pa angri-
bende celler ved bakterieinfektion. Derudover hjelper systemet
med til at fjerne cellerester fra vore egne dgde celler. Proteinet
komplement faktor 5 (forkortet C5) er en vigtig del af denne
forsvarsmekanisme, og vi har ved hjalp af krystallografi samt
smavinkelspredning med rgntgenstraler undersggt strukturen af
dette molekyle. Vores resultater bidrager til at skabe et struk-
turelt grundlag for en detaljeret forstaelse af komplementsyste-
mets funktion. Derudover kan de anvendes indenfor medicinsk

forskning, da regulering af dette komplement protein med
leegemidler kan veere fordelagtig til sygdomsbehandling og ved
organtransplantationer.

Komplementsystemet

Komplementsystemet fik sit navn, da det blev opdaget som
en varmefglsom serum komponent, der “komplementerede”
effekten af antistoffer (som er en del af det erhvervede im-
munforsvar) under bakterieudryddelse. | lgbet af de mere end
100 &r, der er gaet siden opdagelsen af komplementsystemet

Figur 1. Oversigt over den centrale del af komplement systemet. De tre aktiveringsveje fgrer til dannelsen af en C3 konvertase, som klgver C3 til C3b og C3a.
Dette kreever det proteolytiske enzym Faktor D. Det dannede C3b kan reagere med C3 konvertasen og herved danne en C5 konvertase. S& kan den terminale del
af komplementsystemet aktiveres, idet C5-konvertasen spalter C5 til C5a og C5b, reaktionen merket (1). Et terapeutisk C5-antistof forhindrer dette. | mange
tilfeelde vil det veere bedre at lade dannelsen af MAC komplekset (2) fortseette men forhindre den C5a medierede aktivering af hvide blodceller (3).
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BIOKEMI

Faktaboks I: Krystallograf

En krystal bestar af et gentaget mgnster af molekyler, som
kan opfattes som et gitter med gitterpunkter. Krystallen er
opbygget af enhedsceller, der gentages gennem hele krystal-
len ved translation langs alle tre akser i et koordinatsystem,
som ikke ngdvendigvis er retvinklet. Derudover er der som
oftest symmetrioperatorer — translationer og rotationer — in-
den i enhedscellen. Man kan derfor ngjes med at bestemme
den del af enhedscellen, den asymmetriske enhed, som ved
hjeelp af symmetrioperatorene frembringer resten af enheds-
cellen. Den asymmetriske enhed kan dog ogsa indeholde

de sakaldte ikke-krystallografiske symmetrioperatorer, som
f.eks. relaterer et molekyle i den asymmetriske enhed til et
andet.

Krystallernes gitter kaldes det direkte rum, og det diffrak-
tionsmgnster, der fremkommer nar rgntgenstraling afbgjes af
krystallen, danner ogsa et tredimensionelt gitter, hvor hvert
punkt kaldes en refleks. Dette gitter kaldes det reciprokke
rum, idet en stor afstand i det direkte rum bliver til en lille
afstand i det reciprokke rum. Da den diffrakterede rgntgen-
straling er en bglge, har hver refleks bade en amplitude og
en fase. De observerede data er den malte intensitet for hver
refleks i det reciprokke gitter, og kvadratroden af intensiteten
er proportional med amplituden, mens fasen ikke kan males.
Kvaliteten af diffraktionsdata beskrives med deres maximale
oplgsning, som afgarer hvor sma detaljer man kan forvente at
se i elektrontaetheden. Ved en oplasning pa 2 A kan posi-
tionen af nasten alle proteinets atomer og mange vandmo-
lekyler bundet til proteinet identificeres. Ved en oplgsning
pa 4 A kan man derimod kun identificere om den enkelte
aminosyre, som udggr byggestenene i proteiner, er placeret i
en a-helix eller en B-streng. Da de observerede data udger et
tredimensionelt gitter, er der (4/2)°= 8 gange sa mange data i
et datasaet med en maximal oplagsning pa 2 A sammenlignet
med et 4 A dataset.

har utallige forskere veeret med til at kortleegge de medvirkende
proteiners indbyrdes interaktioner. Man ved nu at mere end 30
proteiner, bade i blodet og forankret pa celleoverflader, medvir-
ker til at udfare komplementsystemets funktion.

Komplementresponset kan startes pa tre forskellige méder,
som alle farer til dannelsen af et proteolytisk enzym, en konver-
tase (figur 1).

Denne klgver proteinet komplement faktor 3 (C3), der er neert
beslaegtet med C5. Den farst karakteriserede var den klassiske
aktiveringsvej, der omfatter en interaktion med det erhvervede
immunforsvar, idet antistof bundet til sit antigen kraeves for at
danne konvertasen og derved starte aktiveringsvejen. | MBL
aktiveringsvejen, dannes konvertasen ved at proteinet mannan-
binding lectin genkender specifikke sukkerarter pa bakterielle
celleoverflader.

C3 proteinet indeholder en intramolekylar thioester, som
er begravet i et apoleert miljg. Denne er dannet ved reaktion
mellem en bestemt glutamin sidekeede og en naervedliggende
cystein sidekade. Normalt eksponeres thioesteren kun efter pro-
teolytisk klgvning af C3 ved hjelp af konvertaserne. Thioeste-
ren kan sa reagere med tilstedeveerende nukleofiler og bindes
derved kovalent til den aktiverende celleoverflade, hvorved der
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signaleres til makrofager, at cellen skal destrueres. Men thio-
esteren kan ogsa hydrolyseres meget langsomt spontant ved en
"tick-over” proces. Dette starter den alternative aktiveringsvej,
hvor der ogsa dannes konvertase, men som altsa ikke kraver
molekyler genkendelse.

Efter dannelsen af den initierende C3 konvertase sker en k-
dereaktion, hvorved der spaltes endnu mere C3. Senere initieres
den sakaldte terminale aktiveringsvej. | stedet for at klgve C3,
vil konvertasen her klgve C5 i en lille (kaldet C5a) og en stor
(kaldet C5b) del (Figur 1). Ved denne klgvning gares funktio-
nen af proteinet dobbelt, idet C5a (ogsa kaldet anaphylatoxin)
binder til membranindlejrede receptorer, og herved pavirker
hvide blodceller til at aktivere en anden gren af immunforsva-
ret. Den tilbageblevne del (C5b) reagerer i stedet i en ordnet
reekkefalge med fire forskellige, men relaterede, proteiner;
komplement faktorerne 6, 7, 8 og 9 (kaldet C6, C7, C8 og C9).
Farst dannes et kompleks med C6, C5bC6, dernaest bliver de
to naeste proteiner tilfgjet komplekset pa lignende méde. Under
hele denne proces vil komplekset bliver mere hydrofobt og kan
interagere med en cellemembran. Det sidste trin er en tilfgjelse
af flere (typisk mellem 8-16) C9 molekyler, som danner en ring
med en stor central pore, der sa at sige punkterer cellen. Dette
enorme proteinkompleks med en molekylvagt pa 1-2 MDa
kaldes for MAC (efter membrane attack complex).

Krystallograf med proteiner

Vores forskergruppe har bestemt den atomare struktur af C5
ved hjelp af rantgen-krystallografi (faktaboks 1). Fremstilling
af proteinkrystaller forbruger store mangder rent protein, som
ofte fremstilles ved langvarige kromatografiske oprensningpro-
cedurer. Krystallisation foregér ved en trial-and-error proces,
hvor koncentreret protein blandes med oplgsninger, som ned-
saetter proteinets oplgselighed. Nar egnede krystaller er opnaet,

Figur 2. Strukturen af komplement faktor 5. Proteinet er repraesenteret med en
sakaldt “’cartoon”, hvor de enkelte domener og foldningen af disse i a-helik-
ser og B-strenge traeder tydeligt frem. (a) Krystalstrukturen af C5 med C5a og
C345C domenet farvet henholdsvis radt og brunt, mens resten af molekylet
er farvet grgnt. (b) Krystalstrukturen af C5 efter en drejning pa 180° om

en lodret akse. C345C domenet ses at veere i kontakt med resten af C5. (c)
Modellen af C5 modelleret efter SAXS data viser C345C domenet i en meget
mere eksponeret position sammenlignet med krystalstrukturen i panel b.

indsamles diffraktionsdata ved hjelp af rentgenstraling. De
observerede data beskriver intensiteten af de enkelte reflekser i
diffraktionsmanstret (faktaboks 1), men beregning af proteinets
elektronsky — kaldes ogsé elektronteetheden — kreever ogsé
information om fasen for hver refleks. Denne information kan
ikke males direkte og derfor ma man bruge andre metoder.
Kendes hele eller dele af strukturen i forvejen kan man
beregne hvilken position af proteinet i krystallen, der bedst
passer til de observerede data. Derefter kan man via en Fourier
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transformation beregne forelgbige faser udfra modellen. Denne
information kan undertiden vaere nok til at fuldfere struktur-
lgsningen. En anden strategi er at binde tunge atomer — ofte
metaller — i proteinkrystallen og sammenligne de opnéede
diffraktionsdata med de tilsvarende fra en krystal uden tunge
atomer. Differensen mellem disse to dataset giver udelukkende
information om de tunge atomer. Da der ofte er forholdsvis f4,
steerkt spredende tunge atomer kan deres positioner bestemmes
og forelghige faser kan beregnes.

Med en forelgbig elektronteethed kan der bygges en start-
model af proteinet. Alt efter hvilken oplgsning (faktaboks 1)
diffraktionsdataene har kan dette gares pa flere mader. Ved hgj
oplgsning kan de enkelte atomer placeres automatisk med com-
puterprogrammer. Ved lidt lavere oplgsning ma man manuelt
bygge modellen og her bruges starre fragmenter af proteiner
som "legoklodser”: Aminosyrer, o-helixer og B-strenge, alt ef-

Faktaboks II: Paroksystisk nokturn hemoglobinuri (PNH)
I denne sjeeldne sygdom kan rgde blodlegemer (erytrocytter)
ikke forankre visse proteiner til membranen via et sakaldt
glykosylfosfatidylinositol anker. Dette gelder fgrst og frem-
mest proteinet CD59, som er med til at regulere komplement-
systemet og forhindre dannelsen af det membrangdeleg-
gende MAC kompleks pa vore egne celler. Mangel pa dette
protein gar, at erytrocytterne hyppigt gdeleegges af MAC
komplekset. Dette kan forhindres af et rekombinant antistof,
eculizumab, som binder specifikt til C5, og som derfor kan
stoppe dannelsen af MAC komplekset.

Se ogsa: Ugeskrift for leeger, 2008;170(24):2115; Nye me-
dicinske behandlingsprincipper inden for heematologien

ter kvaliteten af elektronteetheden. Efter bygning af den forelg-
bige model forfines denne med computere, s& den passer bedst
muligt med de observerede data. Man opnar sa en bedre model,
hvorfra man kan beregne nye faser, og igennem en iterativ
proces med modelbygning og forfining forsattes beregningerne
indtil strukturen konvergerer mod den endelige.

Den rumlige struktur of C5

Ved krystallisation dannes en fast form af proteinet, der pakkes
i en regelmaessig struktur. For at fa proteiner til at krystal-
lisere ma, man ofte anvende betingelser, som ikke er naturligt
forekommende i kroppen, f.eks. hgje saltkoncentrationer og
ikke-fysiologiske pH-verdier. Proteinkrystaller er dog ikke
opbygget pa samme made som krystaller af sma molekyler.
Proteiner eksisterer naturligt i et vandigt miljg og har en velord-
net skal af vand. Dette miljg bliver til dels opretholdt ved hjelp
af vandkanaler i krystallerne. Proteiner er som oftest opbygget
af mindre globulere dele, domzanerne, med en typisk starrelse
pé 10-20 kDa. C5 proteinet indeholder 13 domaener (figur 2).
Ved store proteiner med mange domaner, kan krystallernes
vandkanaler give et eller flere domaner beveegelsesfrihed. Da
diffraktion fra krystallerne er et gennemsnit, vil elektrontaethe-
den for mobile domaner veere mindre klar eller helt forsvinde. |
krystallerne af C5 observerede vi to kopier af proteinet. Tolv af
de tretten domeener var identisk placeret i hver sin kopi, men det
sidste, kaldet C345C domanet, opfarte sig forskelligt. | den ene
kopi af C5 var domanet pakket mellem to kopier af C5, mens
positionen af den anden kopi af C345C domanet ikke kunne
bestemmes. 4
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For at fa flere, og mere komplette, informationer om den rum-
lige struktur af C5 benyttede vi os af rantgen smavinkelspred-
ning (SAXS, efter small angle X-ray scattering). SAXS og
krystalstrukturer kombineres nu ofte ved strukturbestemmelse
af makromolekyler, idet de giver komplementeere oplysninger.

| modsztning til den teetpakkede krystal kan man ved smavin-
kelspredning male pa proteinet i oplgsningen og derfor under
betingelser, som er meget lig de fysiologiske. Hermed kan man
afslare artefakter forarsaget af ikke-fysiologiske krystallisa-
tionsbetingelser og konformationer af proteiner, som skyldes
krystalpakningseffekter. Der findes flere mader, hvorpa man
efterfalgende kan fortolke SAXS data. Nar strukturen af pro-
teinet er kendt fra en krystalstruktur, kan man bruge denne som
udgangspunkt, idet man pertuberer den kendte struktur indtil
den passer med de observerede data. Man kan tilfgje kendt in-
formation om intramolekylare afstande, kendt som "restraints”.
I vores tilfeelde vidste vi, at et bestemt punkt i C345C domeanet
matte veere under 20 A fra et andet bestemt punkt i den gvrige
del af C5, som vi havde strukturbestemt i krystallerne. Bereg-
ningerne viste, at i oplgsning er positionen af C345C domanet
meget mere eksponeret end i den kopi af C5, hvor vi kunne
bestemme dets position (figur 2). Domenets position i krystal-
len er derfor formentligt et artefakt, hvorimod den fysiologisk
relevante position formodentligt er den vi bestemte med SAXS.

Komplementrelaterede sygdomme

Visse sygdomme, som f.eks. paroksystisk nokturn heemoglobi-
nuri (faktaboks 2), forarsages af defekte eller manglende kom-
plementproteiner. Derudover forarsager komplementsystemet
formentligt skader i forbindelse med f.eks. gigt, blodforgiftning,
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astma og organtransplantationer. Der arbejdes derfor ihardigt
pé at udvikle komplement heemmere (inhibitorer). Dette er dog
vanskeligt, idet man ogsa risikerer at undertrykke komplement
systemets gavnlige egenskaber. Det er derfor vigtigt at heem-
merne er specifikke og malrettede mod bestemte sygdomstil-
stande. Dette dilemma illustreres af forsgg pa at anvende C5
inhibitorer terapeutisk til mere end et formal. Der er fornyelig
frigivet et terapeutisk C5-antistof til behandling af paroksystisk
nokturn heamoglobinuri. Dette antistof forhindrer klgvning af
C5 til C5a og C5h, og herved forhindres den C5b medierede
dannelse af MAC komplekset, som perforerer de rgde blodle-
gemer. Herved forsvinder mange af sygdommens symptomer
og patienternes livskvalitet forbedres betydeligt. Men denne
strategi vil formentligt ikke kunne anvendes til behandling

af blodforgiftning, hvor en bakterieinfektion spreder sig til

hele blodsystemet. Her vil man gerne dempe effekten af det
lille Cha fragment, som aktiverer hvide blodceller, hvorimod
dannelse af MAC komplekset, som angriber bakterierne, er gn-
skelig. Her vil en inhibitor, som i modsetning til C5-antistoffet,
angriber EFTER aktiveringen af C5 og kun deemper effekten af
Cba vere gnskeligt.

Bestemmelse af de atomare strukturer for C5 og andre
proteiner i komplementsystemet abner nye muligheder for at
forbedre eksisterende leegemidler og udvikle nye medikamenter
rettet mod komplementsystemet. For kendte medikamenter,
det veere sig smamolekyler eller terapeutiske proteiner, kan
man i atomare detaljer bestemme hvorledes disse genkender og
pavirker deres “targets”, og man kan sa anvende denne viden til
at modificere medikamenterne.

Udfra biokemiske, cellebiologiske, genetiske og bioinforma-
tiske data vides ofte hvilke dele af et protein, der er vigtige for
dets funktion. I tilfeeldet med C5 er det f.eks. hvilke omrader af
molekylet der er vigtigt for klgvning af C5 til C5a og C5h. Kry-
stalstrukturer kan ogsa anvendes til at identificere nye mulige
ligander rettet mod sddanne omrader ved sakaldt virtuel scree-
ning ved hjelp af massive computerberegninger. De atomare
strukturer giver en meget detaljeret viden om den molekylare
overflade og dens egenskaber med hensyn til f.eks. ladnings-
fordeling, mobiliteten af aminosyre sidekeader, tilstedeveerelse
af apolaere omrader, og fordybninger i overfladen. Alle disse
forhold pavirker vurderingen af, hvorvidt et bestemt omrade af
overfladen vil vaere egnet til at binde en ligand, som eventuelt
kan udvikles til et medikament.
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