al afklare samspillet mellem
zym, som spiller en central

aenk, hvis et enkelt mole-
kyle alene regulerede vo-
res humgr. S& kunne man
maske en gang for alle
udrydde depression som folkesyg-
dom ved at kontrollere maengden
af dette molekyle i kroppen. Og
man kunne undga de daglige eller
arstidsbestemte humgrsvingninger
med et tilskud af dette molekyle.
Det kan lyde tillokkende, men sa
enkel er verden - desveerre - ikke.

Et af de molekyler, som man dog
ved spiller en rolle for vores humgr
og en reekke andre vigtige mentale
feenomener som aggression og hu-
kommelse, er signalstoffet seroto-
nin. Siden slutningen af 1960’erne
har man veeret klar over, at mangel
pa serotonin i hjernen kan veere
en faktor i udviklingen af depres-
sion. Det har veeret baggrunden
for udviklingen af den klasse af
antidepressiv medicin kaldet SSRi,
som blandt andet den danske lee-
gemiddelvirksomhed Lundbeck har
haft stor succes med. Denne type
medicin virker ved at gribe ind i de

.
ktlonen af “humﬂrmolekylet” serotonin i hjernen.
Enzymetkan nemllg veere et interessant mal for
nye laegemidler mod depression.

biokemiske processer, der er med
til at regulere niveauet af serotonin
i hjernen.

Pa trods af, at der i efterhanden
mange ar har veeret stor viden-
skabelig og kommerciel interesse
forbundet med at forsta, hvordan
produktionen af serotonin regule-
res i vores krop, er der stadig store
huller i vores viden. Pa institut for
Kemi pa DTU star lektor Glinther
Herbert J. Peters i spidsen for et
projekt finansieret af Danmarks
Frie Forskningsrad | Natur og
Univers, hvor han sammen med
kolleger fra DTU, Kgbenhavns Uni-
versitet og University of Manche-
ster vil leegge en af de manglende
brikker i det komplicerede pusle-
spil. Forskerne haber, at projektet
vil veere med til at abne nye veje at
ga for udvikling af leegemidler mod
depression.

To veje til serotonin

Serotonin er som neevnt et signal-
stof (en neurotransmitter), og det
betyder, at molekylet medvirker til
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at overfare signaler mellem nerve-
celler. Serotonin dannes i kroppen
ud fra tryptophan, som er en
essentiel aminosyre - det vil sige
en livsngdvendig aminosyre, som
kroppen ikke selv kan danne ved
stofskifte, sa den skal optages via
proteiner i kosten. Omdannelsen
af tryptophan til serotonin er en
kompliceret affaere. Og i virkelighe-
den er der to forskellige signal-
veje, der fgrer til dannelsen af
serotonin. Det har nemlig vist sig,
at langt starstedelen af kroppens
serotonin ikke findes i hjernen,
men i fordgjelsessystemet, hvor
det er med til at regulere tarmens
beveegelser. Serotonin kan imid-
lertid ikke passere den sakaldte
blod-hjerne-barriere, og derfor skal
den serotonin, som hjernen har
brug for, altsa produceres direkte

i hjerneveevet. | en arraekke var
det lidt af et mysterium, hvordan
det gik til. Men sa opdagede man
en ny variant af et enzym kaldet
tryptophan-hydroxylase, der spiller
en afggrende rolle i omdannelsen
af tryptophan til serotonin. Og det

Illustration: Shutterstock



Serotonin i hjernen Tryptophan 5-HTP Serotonin (5-HT)

Figuren nederst viser den over- (5-hydroxytryptophan)

ordnede forstaelse af, hvordan 0 HO\

serotonin opfgrer sig i hjernen i \ 0 €O,

kontaktfladen mellem to nervecel- OH q e 4

ler (neuroner). En sadan kontakt- HN NH, T | NH P | NH
HN 2 HN 2

flade kaldes en synapse, og de to

nerveceller kaldes henholdsvis Figuren viser skematisk den kemiske omdannelse af

den preesynaptiske og postsynap- / tryptophan til serotonin. Enzymet TPH2 er involveret i det
tiske neuron. Fgrstneevnte afgiver 0, farste trin i denne proces. Selvom udkommet af dette trin
blot er, at der kobles en OH-gruppe pa tryptophan, er der
flere reaktioner og hjaelpemolekyler involveret. Nedenunder
luppen er skematisk vist detaljer i denne proces. Her indgar

hydroxylase

impulsen, mens den sidstnaevnte
er modtageren. Serotonin dannes

i den preesynaptiske neuron ud fra BH4 qBH2+H2O dioxygen som sakaldt co-substrat og BH4 som cofaktor.

tryptophan, og det transporteres BH4 omdannes i reaktionerne til g-dihydrobiopterin, som sa

herefter med enzymet VMAT2 ind i >< igen reduceres tilbage til BH,. Et andet hjeelpemolekyle er
coenzymet NAD (Nikotinamidadenindinukleotid), som findes

sakaldte vesikler. Herefter bringes

L NAD™* NADH + H* i to oxidationstilstande NAD+ (den oxiderede form) og NADH
serotonin til enden af neuronen, o )

o ) (reduceret form). Det andet skridt i dannelsen af serotonin
hvor det frigives i mellemrummet katalyseres af enzymet decarboxylase, der fraspalter et
mellem de to celler. Pa den post- CO,-molekyle. /
synaptiske neuron sidder seerlige

serotoninreceptorer, og nar sero-
tonin binder sig til disse, aktiveres
et signal, der fortsaetter gennem
cellen. Der sidder ogsa seroto-
ninreceptorer pa den preesynapti-
ske neuron, som spiller en rolle i Preesynaptisk
forhold til at regulere frigivelsen af neuron
serotonin.

Tryptophan
Serotonin dannes

ud fra Tryptophan.

Serotonin

N

@

y

Proteinet VMAT2
transporterer serotonin
ind i vesikler.

Et protein kaldet serotonintrans-
porteren bringer serotonin ind i
den praesynaptiske neuron igen,
og her bliver en del af det gen-
brugt, mens en del nedbrydes
af enzymet Monoamin-oxidase

2

ved hjeelp af
enzymet MAO.

(MAO).
Serotonintransporteren (blot kaldet Praesybaptisk fs‘?g_otoni” A —
1 rigives

SERT) er det specifikke mal for den serotorWEEEEl igen ved hjzlp af
klasse af antidepressive leegemid- (.8 s} serotonintransporteren SERT.
ler kaldet SSRI (selective serotonin ) of’

o Synaptisk klgft w_ A
reuptake inhibitors), som med et Jo "LQ

By OF By RO

noget uheldigt udtryk populeert
er blevet kaldt “lykkepiller”. Disse
leegemidler virker ved at bloke-

re “genoptagelsen” af serotonin,
hvilket betyder at der forbliver
mere serotonin i den synaptiske
klgft. Det vil alt andet lige betyde,
at mere serotonin kan binde sig
til receptorer pa den postsynap-
tiske neuron og dermed sikre, at Postsynaptisk

Serotonin frigives
fra receptoren igen.
Serotonin binder
sig til receptorer
og aktiverer derved
et signal i den
postsynaptiske
neuron.

nervesignalerne overfgres effektivt neuron
mellem cellerne.

€
Hvis man kan udvikle leegemidler,  sig for), vil det gribe ind et helt nin. Hvis man kan gge aktiviteten
der har enzymet TPH2 som mal andet sted i serotoninsystemet af TPH2, vil der simpelthen blive EAEMIIl(ANFI{IEI(S I;:RIIE\ID
(altsa det enzym, som Giinther - ved punkt 1 pa figuren, hvor produceret mere serotonin i ner- ,NgEFZNDENTigngCH
H.J. Peters og kolleger interesser  tryptophan omdannes til seroto- vecellen. FUND DENMARK
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Ph.d.-studerende Natalia
Teresa Skawinska arbejder
ogsa pa projektet. Her er
hun i feerd med at betjene
HPLC-udstyr (hgjtryksveeske-
kromatografi), som bruges
til at adskille de enkelte
komponenter i en prgve,
hvorefter de kan bestem-
mes og kvantificeres.

Foto: Anne Frejberg
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er denne “nye” variant af enzymet,
som dette forskningsprojekt kon-
kret drejer sig om.

Helt overordnet foregar omdan-
nelsen af tryptophan til serotonin

i to skridt: Farst kobles en sakaldt
hydroxygruppe (det vil sige en
kemisk gruppe bestadende af hydro-
gen og oxygen, OH) pa tryptophan.
Derefter omdannes dette mellem-
produkt til serotonin ved, at der
fraspaltes et CO,-molekyle. Disse
to trin i processen katalyseres af
hvert deres enzym. Og enzymet
tryptophan-hydroxylase (blot forkor-
tet TPH) varetager det fgrste af de
to trin. Navnet pa enzymet forteel-
ler, at enzymets rolle er at hydroxy-
lere (altsa indsaette en OH-gruppe
i) tryptophan. Det kan umiddelbart
lyde simpelt, men det er en proces,
der involverer flere forskellige
reaktioner og medvirken fra andre
molekyler. De to varianter af en-
zymet kaldes blot TPH1 og TPH2.
Og det er TPH2, der er involveret i
dannelsen af serotonin i hjernen,
mens TPH1 indgar i dannelsen af

34 AKTUEL NATURVIDENSKAB | NR.6 | 2017

serotonin uden for hjernen.

Netop de reaktioner, som TPH2
katalyserer, er helt centrale, da det
er dette trin i processen, der be-
stemmer, hvor stor produktionen af
serotonin til enhver tid er i hjernen.

Enzym med ekstra las

Nar forskerne har kastet deres in-
teresse pa enzymet TPH2 skyldes
det, at det populeert sagt stadig er
en hvid plet pa landkortet i forhold
til at forstd, hvordan dets struk-
tur haenger sammen med dets
funktion. Og da enzymet udger et
potentielt mal for leegemidler er
det interessant at forsta detaljerne
i, hvordan enzymet fungerer - spe-
cielt i forhold til, hvordan funktio-
nen af TPH2 adskiller sig fra TPH1.
Projektet bygger pa, at Glinthers
kollega Hans Erik Mglager Chri-
stensen i en arreekke har arbejdet
med TPH1 og TPH2, sa forskerne
nu har en god ide om, hvad der er
baggrunden for forskellen pa vir-
kemader af de to enzymer. Deres
hypotese er, at TPH2 har et sakaldt

“allosterisk bindingssted”, som
TPH1 ikke har. Et allosterisk bin-
dingssted er et sted pa enzymet,
hvor et andet molekyle kan binde
sig til enzymet og herved medvirke
til, at enzymet bliver aktivt. Det er
vigtigt at bemaerke, at et sadant
allosterisk bindingssted ikke er det
samme som det, man kalder enzy-
mets “aktive site”. Det aktive site
er det, man normalt forbinder med
et enzyms katalytiske aktivitet.
Det aktive site har normalt form
som en lomme i enzymet, hvor det
molekyle, som enzymet virker pa
(dets substrat), specifikt kan binde
sig til. Et allosterisk bindingssted
befinder sig derimod udenfor det
aktive site, men har alligevel afgg-
rende indflydelse pa, at enzymet
fungerer som det skal - neermest
som en ekstra sikkerhedslas pa
enzymet. | det konkrete tilfeelde
forestiller forskerne sig, at en del
af enzymet TPH2 har form som

en slags arm, der speaerrer for
adgangen til det aktive site. For at
tryptophan kan binde sig til TPH2,
skal enzymet farst eendre struktur,



Enzymer - struktur og funktion

Enzymer er biomolekyler, hvis rolle i organismen er at
katalysere kemiske reaktioner - det vil sige fa reaktio-
nerne til at forlgbe, uden at enzymet selv bliver forbrugt

i processen. Grundleeggende bestar et enzym af en

lang kaede af aminosyrer, og denne kaede er foldet i en
kompliceret strukturer. Den tredimensionelle struktur af
enzymet er afggrende for, at enzymet fungerer, som det
skal. Ofte er et enzym delt ind i flere forskellige domaener,
der hver iseer danner en kompakt, tredimensionel struk-
tur, og som kan have forskellige funktioner. Vejen til at
forsta, hvordan et specifikt enzym virker, gar altsa over at
afklare, hvordan det er bygget op - bade hvad angar se-
kvensen af aminosyrer og den tredimensionelle struktur.

Illustrationen viser enzymet phenylalanin-hydroxylase (i
dette tilfeelde fra en rotte). Det er et enzym, der ligner
TPH2, som forskerne undersgger i deres projekt. Enzy-
met er opbygget som tetramerer - det vil sige en sam-
menkobling af fire ens enheder. Hver af disse fire enhe-

Eksperimentelle metoder

Nar forskerne i projektet skal undersgge strukturen af
de forskellige varianter af enzymet TPH2, som de pro-
ducerer pa baggrund af deres computermodeller, skal
flere teknikker tages i brug. Den overordnede struktur
kan bestemmes ved hjeelp af rgntgenkrystallografi eller
smavinkel-rgntgenspredning.

Proteinmolekyler har ikke en statisk struktur, men er
derimod meget dynamiske molekyler, hvor forskellige
omrader fluktuerer med vidt forskellige hastigheder og
dimensioner. Den nyeste forskning viser, at denne kom-
plekse dynamik er teet forbundet med vigtige aspekter
af proteinernes funktion, regulering og vekselvirknin-
ger. At kunne male denne indre dynamik er derfor
vigtigt for proteinforskere - og samtidig en udfordring.
Men det kan ggres ved at male hastigheden, hvormed

der bestar af et regulatorisk domaene (blad), et katalytisk
domaene (rgd) og et tetrameriseringsdomaene (orange).
TPH2 ligner et langt stykke af vejen denne struktur, men
der er forskelle - iseer i det regulatoriske domaene. En
tilsvarende tredimensional struktur af TPH2 med alle
tre domeener kan endnu ikke vises, da forskerne endnu
ikke kender denne struktur i sin fulde udstraekning.

hydrogenatomer i et protein udveksles med deuterium
(en tung udgave af hydrogen med en ekstra neutron i
kernen). Da deuterium er tungere end hydrogen kan
man pavise denne udveksling ved hjeelp af massespek-
trometri. Rygraden i et protein udggres af sakaldte
amidgrupper, og pa hver amidgruppe sidder et hydro-
genatom, som kontinuert udveksles med deuterium,
hvis proteinet befinder sig i tungt vand (det vil sige vand,
hvor vandmolekylerne har faet udskiftet et eller begge
hydrogenatomer med deuterium). De hydrogenatomer,
der sidder i teetpakkede omrader af proteinet, udveks-
les langsomt, mens hydrogenatomer, der sidder i flek-
sible eller abne omrader i proteinet, udveksles hurtigt.
Med denne teknik - kaldet HDX-MS - kan man med hgj
felsomhed detektere og kortleegge selv sma eendringer i
proteiners rumlige struktur og dynamik.

Illustration: Shutterstock
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sa denne blokering fiernes. Og
det sker, nar det rigtige molekyle
binder sig til det allosteriske bin-
dingssted.

En tveerfaglig gvelse

De senere ar har der veeret en
stigende interesse for enzymers
allosteriske bindingssteder, netop
fordi de repraesenterer mulige mal
for leegemidler. | de fleste tilfeelde
opdager man dog allosteriske
bindingssteder ved tilfeeldighe-
der. Hvis man vil udnytte deres
potentiale indenfor behandling af
sygdomme er der derfor brug for
en mere systematisk tilgang til

at afslgre disse vigtige kontakt-
punkter i enzymer. Det er netop
sadan en systematisk undersg-
gelse, forskerne nu er i gang med
at udseette THP2 for. Deres mal
er at afklare strukturen af dette
specifikke sted pa enzymet, hvor-
dan det fungerer, og hvordan det
vekselvirker med enzymets kataly-
tiske domeene.

Og det er i hgj grad en tveerfaglig
gvelse. Fgrst skal der bygges en
computermodel af strukturen i den
del af enzymet, hvor den afggren-
de vekselvirkning finder sted. Man
kender i dag ikke den tredimensi-
onelle struktur af hele TPH2, men
man ved, at enzymet er inddelt

i tre domaener. De to relevante
domeener i denne sammenhaeng
er det katalytiske domaene - altsa
der, hvor tryptophan binder sig til
enzymet - og sa et domaene, der
har en regulatorisk funktion. Hvil-
ken funktion dette regulatoriske
domeene har, ved man endnu ikke,
men forskernes hypotese er, at det
allosteriske bindingssted befinder
sig i dette domaene af enzymet.
Computermodellen vil ogsa gare
det muligt for forskerne at identi-
ficere mulige molekyler (ligander),
der vil veere tilbgjelige til at binde
sig til det allosteriske bindingssted.

Neaeste fase af projektet er sa at
producere virkelige udgaver af de
varianter af de katalytiske og regu-
latoriske domeaener, som computer-
modellerne er ndet frem til, samt
at teste bindingen til de ligander,
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som er blevet identificeret. Det er
en lang proces og kommer til at
involvere en lang raekke forskellige
eksperimentelle metoder.

Habet er, at de eksperimentel-

le resultater og resultaterne fra
computersimuleringerne stemmer
overens - eller at man pa basis af
de eksperimentelle resultater, kan
lave nogle nye og bedre computer-
modeller, sa vi kommer naermere
pa en detaljeret forstaelse af, hvor-
dan iseer det regulatoriske domaene
af TPH2 virker og spiller sammen
med andre molekyler, der findes i
hjernen.

Muligt mal for nye leegemidler
Som naevnt er det oplagte an-
vendelsesmaessige perspektiv af
forskernes arbejde med TPH2, at
det pa laengere sigt vil kunne gare
det muligt at udvikle leegemidler,
der specifikt er rettet mod dette en-
zym. Hvis man med et leegemiddel
kunne gge aktiviteten af TPH2, vil
det veere en ret direkte made at gge
produktionen af serotonin i hjernen.
0Og det vil veere en principielt ander-
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ledes made at gribe ind i serotonin-
systemet pa end med klassiske
SSRi-leegemidler, som virker ved at
blokere et bestemt transportpro-
tein, der kan siges at veere en del af
et “genbrugssystem” for serotonin i
nervecellerne.

Nar man designer laegemidler, der
har til formal enten at aktivere

et enzym eller blokere det, sa er
disse leegemidler normalt rettet
mod det aktive site i enzymet. Men
hvis man vil ramme TPH2 pa den
made, kan man naeppe undga

den ugnskede bivirkning, at dets
slaegtning TPH1 ogsa aktiveres og
gger serotoninproduktionen andre
steder i kroppen, for eksempel i
fordgjelsessystemet. Det problem
kan man undga, hvis leegemidlet i
stedet designes til at binde sig til
det allosteriske bindingssted pa
TPH2, sa det kun er dette speci-
fikke enzym, der aktiveres. Netop
potentialet for faerre bivirkninger er
en af grundene til, at der generelt
er stigende interesse for enzymers
allosteriske bindingssteder som mal
for leegemidler. [ ]



